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1 Einleitung  
1.1 Autosomal-rezessive polyzystische Nierenerkrankung 
1.1.1 Übersicht 
Bei der autosomal-rezessiven polyzystischen Nierenerkrankung (autosomal-recessive 
polycystic kidney disease, ARPKD), die synonym auch als Zystennieren Typ I gemäß 
Potter bezeichnet wird, handelt es sich um ein seltenes pädiatrisches Krankheitsbild mit 
einer Inzidenz von 1 auf 20.000 Geburten (Guay-Woodford & Desmond 2003; Zerres et 
al. 2003; Zerres et al. 1998b). Dennoch handelt es sich dabei um die häufigste mit 
Zystennieren einhergehende erbliche Krankheit im Säuglings- bis frühen Kindesalter. 
Eine deutlich höhere Inzidenz von 1 auf 8.000 Geburten wird in konsanguinen Familien 
und in isolierten Populationen beobachtet (Kääriäinen 1987). Auffällig werden die 
betroffenen Kinder entweder nach der Geburt durch palpatorisch vergrößerte Nieren 
und sonographischen Zystennachweis in Nieren und Leber oder bereits intrauterin, 
wenn es durch die vergrößerten Nieren zu einer pulmonalen Hypoplasie kommt. 
Außerdem stellt sich aufgrund der Niereninsuffizienz ein Oligohydramnion dar, welches 
kompressionsbedingt zu Klumpfüßen und einer charakteristischen Facies führt. 
Vorausgesetzt die Patienten überleben die Neonatalperiode, ist der klinische Verlauf 
meist von Niereninsuffizienz, arterieller Hypertonie und portaler Hypertension in Folge 
der kongenitalen Leberfibrose geprägt. Die medizinischen Komplikationen und die 
schlechte Prognose sowie die Konsequenzen einer autosomal-rezessiven Krankheit für 
die Familienplanung stellen hohe Anforderungen an die pädiatrisch-nephrologische 
Betreuung und humangenetische Beratung. 
1.1.2 Einteilung 
Ausgehend von  Marquardt, der 1935 erstmals den dominanten und den rezessiven 
Erbgang der polyzystischen Nierenerkrankung unterschied, ließen sich diese 
Krankheitsbilder in den folgenden Jahren immer besser charakterisieren und verstehen 
(Zerres & Rudnik-Schöneborn 1995). Die makro- und mikroskopischen Auffälligkeiten 
führten zur Einteilung nach Potter (I-IV) (Osathanondh & Potter 1964).  
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Potter I (ARPKD): Infantile Form der polyzystischen Nieren mit autosomal-
rezessivem Erbgang. Hierbei sind obligat beide Nieren befallen und makropathologisch 
auffallend groß und schwammartig verändert.  
Potter  II: Multizystisch-dysplastische Nierenfehlbildung. Meist einseitiger Befall.  
Potter III (ADPKD): Adulte Form der polyzystischen Nieren mit autosomal-
dominantem Erbgang. Hierbei sind beide Nieren befallen und die Krankheit manifestiert 
sich meist klinisch mit dem Bild einer Niereninsuffizienz. 
Potter IV: Multizystische Nierendysplasien oder Hydronephrose durch Obstruktion. 
Ursachen sind ein- oder beidseitige Ureterstenosen oder Urethralklappen mit Reflux in 
die Blase oder Nieren.  
Heutzutage nehmen fast ausschließlich molekulargenetische Ergebnisse Einfluss auf die 
Diagnose und Klassifikation dieser heterogenen Krankheitsgruppe, so dass die 
Potterklassifikation zugunsten der genetischen Bezeichnungen zunehmend weniger 
Verwendung findet.  
Die Kartierung und Identifizierung des ARPKD-Gens PKHD1 bestätigte die Theorie 
der multiplen Allelie, der zufolge verschiedene Mutationen desselben Gens sehr 
unterschiedliche Phänotypen verursachen können (Zerres et al. 1994; Ward et al. 2002; 
Onuchic et al. 2002b; Zerres et al. 1984). Dies steht im Gegensatz zur initial von Blyth 
& Ockenden (1971) postulierten genetischen Heterogenie, die in Anbetracht 
unterschiedlicher Phänotypen verschiedene Gene als ursächlich hierfür vermutet hatten. 
Die große klinische und morphologische Variabilität der Zystennierenerkrankung 
innerhalb einer Geschwisterschaft macht deutlich, dass jedoch die zugrunde liegenden 
PKHD1-Keimbahnmutationen den klinischen Verlauf nicht allein erklären können, 
sondern weitere Faktoren (z. B. Umwelteinflüsse, epigenetische Mechanismen) die 
Ausprägung der ARPKD modifizieren (Guay-Woodford & Desmond 2003). 
1.1.3 Morphologie  
Die morphologischen Veränderungen sind meist symmetrisch, wobei die 
Nierengrundstruktur an sich erhalten bleibt. In Schnittbildern fallen Ansammlungen von 
Mikrozysten mit einem Durchmesser von etwa 2 mm auf, die sich radiär vom 
Nierenmark bis in den Kortex erstrecken, so dass die Mark-Rinden-Grenze aufgehoben 
scheint (Coffman 2002; Abb. 1). Das quantitative Ausmaß der Zystenbildung ist hierbei 
variabel.  
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Abbildung 1   Makroskopisches Schnittpräparat der Niere eines ARPKD-Patienten 
Die Abbildung zeigt eine vergrößerte Niere mit erweiterten Nephronabschnitten, die 
radiär angeordnet das Nierenparenchym vom Nierenmark bis in den Kortex durchziehen. 
Einzelne Zysten sind nicht erkennbar. Die Niere erhält dadurch eine schwammartige 
Morphologie (aus: Coffman 2002). 
 
Mikroskopisch lässt sich dieses spongiöse Aussehen durch eine zylindrische 
Erweiterung der distalen Tubuli und Sammelrohre erklären (Gagnadoux et al. 1989; 
Abb. 2).  
 
Abbildung 2   Mikroskopisches Schnittpräparat der Niere eines ARPKD-Patienten  
Es sind die typischen lanzettförmigen Aufweitungen der Sammelrohre und der distalen 
Tubuli erkennbar (aus: Zerres et al. 2003). 
 
Im Verlauf der Erkrankung kann sich das morphologische Bild stark verändern. Es 
kommt zu interstitieller Fibrose, Atrophie der Tubuli und progressiver Zystenexpansion 
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(Goilav et al. 2008). Vor allem die Sammelrohre verlieren mit fortschreitendem Alter 
ihr gleichförmig erweitertes Aussehen und größere Zysten komprimieren zunehmend 
das Nierenbecken.  
Die obligaten Veränderungen der Leber spiegeln sich in einer portalen Fibrose und 
Gallengangshyperplasie wider, was als Duktalplattenmalformation (DPM) bezeichnet 
wird. Die Duktalplatte besteht aus Hepatozyten-Vorläuferzellen, die sich in zwei 
Schichten um eine Portalvene gruppieren und aus denen die Gallengänge entstehen. 
Aufgrund einer erhöhten Anzahl der entstehenden Gallengänge bei der DPM kommt es 
zu irregulären Verzweigungen und unterschiedlich starken, zystischen Erweiterungen. 
Zusätzlich ist das portale und interlobuläre Bindegewebe vermehrt, so dass die daraus 
resultierende interstitielle Fibrose die hyperplastischen Gallengänge schließlich 
voneinander entfernt und die Portalfelder insgesamt deutlich vergrößert erscheinen 
(Zerres et al. 1988). Die Hepatozyten selber sind hingegen lichtmikroskopisch und 
funktionell unauffällig (Lonergan et al. 2000; Abb. 3). 
 
 
Abbildung 3    Mikroskopisches Schnittpräparat der Leber eines ARPKD-Patienten  
Das Präparat zeigt die charakteristische Duktalplattenmalformation mit 
hyperplastischen, zystisch erweiterten Gallengängen und portaler Fibrosierung 
(aus: Zerres et al. 2003). 
 
Die Leber ist dabei normalerweise nicht vergrößert. Bedingt durch die periportale 
Fibrosierung, die zwar variabel aber generell zunehmend ist und infolgedessen zur 
portalen Hypertension führt, kann die Schnittfläche makroskopisch ein „runzeliges“ 
Aussehen haben (Zerres et al. 2003). 
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1.1.4 Differentialdiagnosen 
Die zystischen Nierenerkrankungen lassen sich in erbliche und erworbene Formen 
einteilen. Bei den erblichen Formen der polyzystischen Nierenerkrankungen ist die 
wichtigste Differentialdiagnose der ARPKD die ADPKD (autosomal-dominant 
polycystic kidney disease). Während die ARPKD eine pädiatrische Erkrankung ist, 
manifestiert sich die dominante, adulte Form der hereditären Zystennieren vorwiegend 
im 3. bis 5. Lebensjahrzehnt mit einer Inzidenz von 1:500 bis 1:1.000 (Wilson 2002). 
Ebenfalls autosomal-rezessiv vererbt werden die Nephronophthisen, die mit einer 
Inzidenz von 1:50.000 auftreten und sich im Neugeborenen- und Kindesalter 
manifestieren.  
Zusätzlich kommt es im Rahmen von Syndromen gehäuft zum Auftreten von 
Nierenzysten. Anhand ihrer weiteren klinischen Merkmale lassen sich die syndromalen 
Erkrankungen aber meist eindeutig von der ARPKD abgrenzen (Zerres et al. 1998b). 
Dominant vererbt wird das von-Hippel-Lindau-Syndrom, welches durch das Auftreten 
von Hämangiomen und Hämangioblastomen sowohl spinal und cerebellär als auch renal 
und retinal gekennzeichnet ist. Durch Veränderungen des Nierengewebes ist das Risiko 
eines Nierenzellkarzinoms hierbei erhöht. Auch die tuberöse Sklerose (Fehlbildungen 
des ZNS, Angiofibrome, Nierenzysten) wird dominant vererbt.   
Zu den rezessiv-vererbten Syndromen gehören das Meckel-Gruber-Syndrom 
(Nierenzysten, Duktalplattenmalformation, ZNS-Fehlbildungen, Polydaktylie), das 
Bardet-Biedl-Syndrom (renale Malformation, Retinitis pigmentosa, Adipositas, 
Polydaktylie), das Joubert-Syndrom (zystische Nierenveränderungen, Leberfibrose, 
retinale Dystrophie, Unterentwicklung des Vermis cerebelli) und das Zellweger-
Syndrom (cerebro-hepato-renales Syndrom mit multiplen Fehlbildungen im Bereich der 
Nieren, Leber und Retina). Die wichtigen und merkmalsträchtigen Veränderungen 
dieser Syndrome liegen allesamt im Bereich der zilientragenden Organe und Gewebe, 
wie Niere, Leber und Retina. 
Von den hereditären zystischen Nierenerkrankungen lassen sich erworbene  
Nierenzysten im Rahmen einer Analgetika-Nephropathie oder als Folge einer Dialyse-
Behandlung unterscheiden (acquired cystic kidney disease). So zeigen 40-50% der 
hämodialysierten Patienten zystische Nierenveränderungen in Abhängigkeit von der 
Dauer der Dialyse-Behandlung (Zerres et al. 1998b). 
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Bei Patienten fortgeschrittenen Alters sind einzelne Nierenzysten (sog. Solitärzysten) 
keine Seltenheit; differentialdiagnostisch spielt die ARPKD hierbei keine Rolle. Der 
überwiegende Teil dieser Nierenzysten ist erworben, wobei mehrere Zysten - 
insbesondere bei entsprechender familiärer Vorbelastung - immer auch das Frühstadium 
einer ADPKD sein können. 
1.1.5 Klinische Diagnostik  
Aufgrund des variablen klinischen Verlaufs der ARPKD erweist sich die klinische 
Diagnosefindung gegebenenfalls als schwierig. Unter anderem wurden folgende 
Kriterien festgelegt (Zerres et al. 1996): 
- typische klinische Symptomatik des Betroffenen  
- charakteristischer Ultraschallbefund der Nieren (moderate bis massive 
Vergrößerung der Nieren, erhöhte Echogenität des Nierenparenchyms, 
Aufhebung der kortikomedullären Grenze (sog. pepper and salt pattern), 
Darstellung kleinerer Zysten) (Garel 1984)  
- Fehlen von Zysten im Ultraschall der Nieren beider Elternteile 
(Differentialdiagnose zur ADPKD) 
- Konsanguinität der Eltern 
- klinische Zeichen der Leberfibrose 
- positiver Sektionsbefund bei einem betroffenen Geschwisterteil 
- Ausschluss angeborener Malformationen im Rahmen eines anderen Syndroms 
Diese Diagnosekriterien sind nicht immer eindeutig, so dass ohne molekulargenetische 
Diagnostik unter Umständen keine definitive Aussage darüber gemacht werden kann, 
ob es sich um ARPKD, ADPKD oder andere, komplexe Syndrome handelt.  
1.1.6 Pränatal- und molekulargenetische Diagnostik   
Aufgrund des meist schweren Krankheitsverlaufs und des formalgenetischen 
Wiederholungsrisikos von 25% bei betroffenen Familien kommt der Pränataldiagnostik 
eine große Bedeutung zu. Lange Zeit war die Sonographie die einzige pränatale, 
diagnostische Methode. Die geringe Sensitivität dieser Untersuchung konnte durch 
mehrfache Folgeuntersuchungen und Messung der Nierenlänge zwar verbessert werden, 
trotzdem gelang eine Diagnose häufig erst im späten zweiten Trimenon oder kurz vor 
der Geburt (Zerres et al. 1988; Zerres et al. 1998a; Reuss et al. 1990). 
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Erst mit der Kartierung der ARPKD auf dem Chromosom 6p21.1-p12 konnte das 
pränatale Screening um eine indirekte Genotypisierung erweitert werden (Mücher et al. 
1994; Zerres et al. 1994). Hierbei handelt es sich um eine Kopplungsanalyse, bei der 
Haplotypen für polymorphe, den ARPKD-Locus flankierende DNA-Marker bestimmt 
werden. Als DNA-Marker werden Mikrosatelliten verwendet, die eine genetische 
Distanz von 1-2 cM zum ARPKD-Locus nicht überschreiten sollten, also eine 
Rekombinationsfrequenz von 1-2% aufweisen (Volz et al. 1994; Mücher et al. 1994). 
Voraussetzung hierfür ist das Vorliegen der DNA beider Elternteile, eines Kindes des 
Paares, das an ARPKD erkrankt ist bzw. war (sog. Indexpatient) sowie des Feten der 
bestehenden Schwangerschaft, von dem die DNA durch Chorionzottenbiopsie 
(10.-12. SSW) oder Amniozentese (15.-17. SSW) gewonnen werden kann. Man 
vergleicht die Haplotypen des zu untersuchenden Feten und beider Elternteile mit denen 
des Indexpatienten. Bei informativen Markern ist eine relativ zuverlässige Vorhersage 
mit nur geringem Restrisiko möglich, wobei die histologische Diagnosesicherung einer 
ARPKD des Indexpatienten Voraussetzung ist. In Fällen mit zweifelhafter Diagnose des 
Indexpatienten sind die Möglichkeiten der indirekten Genotypisierung begrenzt. 
Fehlende DNA des Indexpatienten, was aufgrund des frühen Versterbens nicht selten 
ist, macht die Durchführung der Analysen naturgemäß unmöglich (Zerres et al. 2003).  
Seitdem das für die ARPKD verantwortliche Gen PKHD1 bekannt ist, ist bei fehlender 
DNA des Indexpatienten sowie im Falle diagnostischer Zweifel eine direkte, 
molekulargenetische Mutationsanalyse möglich (Onuchic et al. 2002b; Ward et al. 
2002). So konnten in einer Studie mit 40 ARKPD-Familien, die eine 
molekulargenetische Pränataldiagnostik in Anspruch nahmen, in 29 Familien beide 
zugrunde liegenden Mutationen des PKHD1-Gens gefunden und damit eine ARPKD 
gesichert werden (Bergmann et al. 2004). Auch in den zehn Familien, in denen nur eine 
Mutation entdeckt worden ist, kann eine ARPKD bei entsprechender Klinik oder 
Pathologie des Indexpatienten als höchstwahrscheinlich gelten. Somit konnte 39 der 40 
Familien (98%) bei zukünftigen Schwangerschaften eine verlässliche Pränataldiagnostik 
angeboten werden.  
1.1.7 Klinischer Verlauf, Therapie und Prognose 
Wie bei einer autosomal-rezessiv vererbten Erkrankung a priori zu erwarten, sind 
Männer und Frauen etwa gleichermaßen betroffen, sowohl in Bezug auf 
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Diagnosezeitpunkt und Häufigkeit als auch auf Komorbiditäten, Verlauf und Mortalität 
(Bergmann et al. 2005; Guay-Woodford & Desmond 2003). In der kaukasischen 
Bevölkerung zeigte sich jedoch eine höhere Inzidenz von ARPKD als in anderen 
ethnischen Gruppen (Guay-Woodford & Desmond 2003).  
Die Diagnose ARPKD wird in den meisten Fällen pränatal oder kurz nach der Geburt 
gestellt, wobei 30-50% der erkrankten Kinder in der Perinatalperiode versterben 
(Kääriäinen 1987; Zerres et al. 1998a). Die klinische Ausprägung der ARPKD ist sehr 
variabel im Ausmaß der morphologischen Veränderungen der beteiligten Organe und 
daher in ihrem Verlauf schwer einzuschätzen. Zwar ist es durch die großen Fortschritte 
in der neonatalen Intensivmedizin - insbesondere bei der maschinellen Beatmung und 
den Nierenersatz- und Nierentransplantationsverfahren - mittlerweile möglich, dass 
einige der betroffenen Patienten das Erwachsenenalter erreichen, dennoch bleibt die 
kurz- und langfristige Morbidität und Mortalität sehr hoch. 
Die in utero massiv vergrößerten und insuffizienten Nieren führen zur Ausprägung 
eines Oligohydramnions und konsekutiv zur sogenannten Potter-Sequenz mit 
Lungenhypoplasie, Klumpfüßen und Potter-Facies (Hypertelorismus, Epikanthus, 
Ohrmuscheldysplasie, Mikrogenie) (Abb. 4). 
 
 
Abbildung 4   Potter Facies 
  Zu sehen sind Hypertelorismus, Mikrogenie und Ohrmuscheldysplasie (aus: Lonergan et 
al.  2000). 
 
Die Stabilisierung der respiratorischen Funktion gilt als wichtigster Therapieansatz in 
der Perinatalperiode. Da die massiv vergrößerten Nieren die Atemexkursionen des 
Zwerchfells und das Entfalten der Lunge behindern, ist in der Mehrzahl der Fälle eine 
maschinelle Beatmung notwendig. Sowohl durch die Lungenhypoplasie als auch  
aufgrund von Beatmungskomplikationen wie Pneumothorax und Sepsis ist perinatal 
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besonders die respiratorische Insuffizienz und nicht das Nierenversagen für die hohe 
Mortalität verantwortlich (Zerres et al. 1998b).   
Auch prognostisch ist die Lungenfunktion ein wichtiger Parameter, denn die 
maschinelle Beatmung stellt den stärksten negativen Prädiktor bezüglich der 
Langzeitprognose für das Kind dar. Man geht davon aus, dass die Ventilationspflicht 
eine stärkere Lungenhypoplasie und einen schweren Grad der ARPKD widerspiegelt 
(Guay-Woodford & Desmond 2003). In einigen Fällen konnte nur durch uni- oder 
bilaterale Nephrektomie eine Verbesserung der Ventilation erreicht werden (Bean et al. 
1995; Munding et al. 1999; Sumfest et al. 1993). Nach erfolgter Nephrektomie schließt 
sich in diesen Fällen eine Nierenersatztherapie mittels Peritonealdialyse oder eine 
Nierentransplantation an. 
Die Sterblichkeitsrate ist im 1. Lebensjahr am höchsten (Zerres et al. 1998b). Danach ist 
die Überlebenswahrscheinlichkeit mit ca. 80% bis zum 15. Lebensjahr verhältnismäßig 
gut (Zerres et al. 1996). 
Bei diesen Kindern tritt die respiratorische Problematik in den Hintergrund und es 
manifestieren sich zunehmend die klinischen Folgen der beiden betroffenen 
Organsysteme Leber und Nieren. Es ist dabei umstritten, ob die renalen mit den 
hepatobiliären Folgeerkrankungen positiv korrelieren und die portale Fibrose der Leber 
in Zusammenhang mit der Progression der Nierenerkrankung steht (Bergmann et al. 
2005) oder ob beide Prozesse unabhängig voneinander fortschreiten (Guay-Woodford & 
Desmond 2003).  
Die arterielle Hypertonie ist eine typische klinische Begleiterkrankung der ARPKD und 
tritt im Verlauf der Erkrankung bei 80% der Patienten auf, wobei die Hälfte dieser 
Kinder bereits in den ersten sechs Lebensmonaten antihypertensiv behandelt werden 
muss (Bergmann et al. 2005; Zerres et al. 1996, Guay-Woodford & Desmond 2003). 
Die Behandlungsmöglichkeit der ersten Wahl ist die Gabe eines ACE-Hemmers oder 
eine Kombinationstherapie aus einem ACE-Hemmer mit einem Diuretikum und einem 
Kalziumkanal-Blocker, obwohl die genaue pathophysiologische Ursache des 
Bluthochdrucks noch unklar ist (Guay-Woodford & Desmond 2003).  
Eine chronische Niereninsuffizienz tritt im Laufe der Erkrankung bei der Mehrzahl der 
Patienten auf. 72% der untersuchten Patienten haben eine eingeschränkte glomeruläre 
Filtrationsrate (GFR) (Zerres et al. 1996). Bis zum 20. Lebensjahr schreitet sie bei mehr 
als 50% der Betroffenen bis zum terminalen Nierenversagen fort, so dass die Patienten 
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dialysepflichtig werden und schließlich eine Nierentransplantation benötigen 
(Bergmann et al. 2005). Als Standard-Therapie nach der Transplantation wird eine 
antibiotische Prophylaxe eingesetzt, um das Risiko einer Post-Transplantations-Sepsis, 
die der häufigste Grund für ein Versterben nach erfolgreicher Transplantation ist, zu 
senken (Davis et al. 2003). Die medizinischen Fortschritte bei der Nierenersatztherapie 
und -transplantation konnten bei diesen Patienten die renal bedingte Mortalität senken, 
so dass leberassoziierte Komplikationen für die Prognose entscheidend sein können.  
Die Häufigkeit klinischer Zeichen der Leberfibrose beträgt je nach zugrunde liegender 
Definition zwischen 20% bis 61% und steigt mit zunehmendem Alter des Patienten 
(Guay-Woodford & Desmond 2003; Zerres et al. 1996). Die häufigste Manifestation der 
Leberfibrose ist die portale Hypertension, die zur Hepatomegalie führen kann (Guay-
Woodford & Desmond 2003; Zerres et al. 1996). Auch eine Splenomegalie ist in diesem 
Zusammenhang nicht selten. Die damit einhergehende Panzytopenie mit Anämie, 
Leukopenie und Thrombopenie kann die Patienten anfälliger für Infekte und 
Entzündungen machen. Eine weitere gefürchtete Komplikation sind blutende 
Ösophagusvarizen, die bei insuffizienter Therapie rasch zum Tod führen. Seltener 
(ungefähr 6-12%), aber ebenso lebensbedrohlich, sind Cholangitiden, die über die 
dilatierten Gallengänge rasch aszendieren und in einer Sepsis enden können. Die 
Leberfunktion an sich ist hingegen kaum beeinträchtigt, lediglich die 
Cholestaseparameter (insbesondere die γ-GT) können signifikant erhöht sein (Zerres et 
al. 1996). Therapeutisch gibt es neben konservativen Maßnahmen (Eiweißreduktion bei 
hepatischer Enzephalopathie, NaCl- und Flüssigkeits-Restriktion sowie 
Aldosteronrezeptorantagonisten bei Aszites, Antibiose bei Peritonitis und Cholangitis) 
operative Möglichkeiten wie den portosystemischen Shunt (Fonck et al. 2001), die 
endoskopische Sklerosierung (Guay-Woodford & Desmond 2003) und die 
Lebertransplantation.  
Die bei einem Viertel der ARPKD-Patienten beobachtete Wachstumsretardierung mit 
Körpergrößen unterhalb der dritten Percentile könnte auf die Niereninsuffizienz 
zurückzuführen sein (Zerres et al. 1996). Hierbei hat man positive Erfahrungen mit dem 
Einsatz von rhGH (recombinant human growth hormone) gemacht: Alle fünf 
behandelten Patienten sprachen gut auf die rhGH-Therapie an und es wurden nur 
minimale Nebeneffekte beobachtet (Lilova et al. 2003). 
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Weitere Begleiterkrankungen sind die renal-bedingte Anämie und Osteopathie sowie 
rezidivierende Harnwegsinfektionen. Letztere sind, wie in der Normalbevölkerung 
auch, bei weiblichen Patienten häufiger, sollten aber allgemein bei Patienten mit 
chronischer Nierenerkrankung größere Beachtung finden, um eine progressive 
Niereninsuffizienz und eine Urosepsis zu vermeiden (Zerres et al. 1996).  
Eine genaue Prognose für die ARPKD ist aufgrund des weiten klinischen Spektrums 
dieser Erkrankung schwer abzuschätzen. 30-50% der betroffenen Neugeborenen 
versterben perinatal an den Folgen der respiratorischen Insuffizienz (Kääriäinen 1987; 
Zerres et al. 1998b). Wird das erste Lebensjahr vollendet, liegt die 10-Jahres-
Überlebensrate bei 82% und die 15-Jahres-Überlebensrate wird mit 67-79% angegeben 
(Kaplan et al. 1989; Roy et al. 1997). Zusätzlich gibt es symptomarme Verläufe, die 
ohne besondere Behandlung ein Überleben bis in die sechste Lebensdekade 
ermöglichen (Neumann et al. 1988).  
1.1.8 Molekularbiologie der ARPKD 
Die Identifizierung des der ARPKD zugrunde liegenden PKHD1-Gens (Polycystic 
Kidney and Hepatic Disease 1) gelang 2002, nachdem die Region zuvor auf dem 
Chromosom 6p21.1-p12 kartiert worden war (Zerres et al. 1994; Mücher et al. 1994; 
Ward et al. 2002; Onuchic et al. 2002b). Die Mehrzahl der ARPKD-Familien lässt sich 
auf diesen Locus koppeln und zeigt in dem Bereich sowohl Missense-Mutationen mit 
moderatem klinischen Verlauf als auch zu einem Kettenabbruch führende (sog. 
Truncating-) Mutationen mit erhöhter peri- und neonataler Mortalität durch loss-of-
function im PKHD1-Gen. 
Das PKHD1-Gen gehört zu den größten bislang bekannten Genen und umfasst mit 
seinen mehr als 86 Exons mindestens 470 kb genomische DNA. Durch alternatives 
Spleißen werden diese Exons zu einer Vielzahl unterschiedlicher Transkripte 
zusammengefügt. Der längste offene Leserahmen (ORF) umfasst 66 Exons und kodiert 
für ein Protein mit 4.074 Aminosäuren. 
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Abbildung 5   Chromosom 6 und PKHD1 
Oben: Ausschnitt aus Chromosom 6. Eingezeichnet sind neben PKHD1 weitere bekannte 
Gene und die Position von Mikrosatelliten-Markern dieser Region.                            
Unten: Exon-Intron-Struktur von PKHD1. Es sind nur die Exons des längsten ORF 
dargestellt. 3’-UTR (Untranslated Region) ist als nicht-gefülltes Rechteck eingezeichnet 
(aus: Ward et al. 2002). 
 
Bei diesem Protein, welches sowohl Fibrocystin (Ward et al. 2002) als auch Polyductin 
(Onuchic et al. 2002a) genannt wird, handelt es sich um ein integrales 
Typ I-Membranprotein. Dieses besteht aus einer stark glykosylierten 
Extrazellulärdomäne, die fast 95% (3.860 Aminosäuren) des gesamten Proteins umfasst, 
einer einzelnen Transmembrandomäne und einer kurzen intrazellulären, 
zytoplasmatischen Domäne, die aus nur 194 Aminosäuren besteht. Am C-Terminus sind 
möglicherweise Protein-Kinase-A-Phosphorylasen vorhanden, welche als 
Phosphorylierungsstellen wichtig für die Aktivierung von Signalkaskaden sein könnten 
(Onuchic et al. 2002a).  
Am N-Terminus trägt die Extrazellulär-Domäne ein Signalpeptid. Außerdem enthält sie 
sechs 80-100 Aminosäuren umfassende IPT (Immunglobulin-ähnlich, Plexin, Trans-
kriptionsfaktor)-Domänen und neun PbH1 (Parallel beta-Helix 1)-Repeats (Onuchic et 
al. 2002a). Die extrazelluläre Lokalisation und die zahlreichen Wiederholungen der 
IPT-Domänen weisen Strukturhomologien zu Proteinen der Sema-Superfamilie auf. Zu 
dieser Gruppe gehören membranständige Rezeptormoleküle wie der Hepatozyten-
Wachstumsfaktor-Rezeptor (Hepatocyte Growth Factor Receptor, HGFR) und die 
Familie der Plexine, die an der Regulation der zellulären Proliferation und Adhäsion 
beteiligt sind (Onuchic et al. 2002a; Ward et al. 2002; Abb. 6). Die PbH1-Motive 
kommen in Virulenzfaktoren, Adhäsinen und Toxinen vor und stellen dort meist die 
Liganden-bindende Domäne Polysaccharid-katalysierender Enzyme 
(Polysaccharidasen) dar. Sie binden bevorzugt an große Glykoproteine, die hierbei auf 
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der Zelloberfläche benachbarter Zellen oder in der Extrazellulärmatrix lokalisiert sein 
können (Onuchic et al. 2002a).  
 
 
Abbildung 6  Polyductin-Struktur im Vergleich zu anderen Proteinen 
Die membrangebundene Isoform (Polyductin-M) hat mehr Ähnlichkeit zu Plexin A3 und 
dem HGF-Rezeptor, während die sekretorische Isoform (Polyductin-S) dem D86 der 
Maus verwandt ist (aus: Onuchic et al. 2002a). 
 
Besonders stark wird das PKHD1-Gen in der fetalen und adulten Niere exprimiert, 
weniger stark in der Leber, und nur schwache Expressionen sind in anderen Organen 
wie z. B. im Pankreas, in der Lunge und in Arterienwänden beschrieben (Onuchic et al. 
2002a; Ward et al. 2003; Zhang et al. 2004). Die Expression in den Sammelrohren der 
Niere geht mit den pathologischen Veränderungen der ARPKD einher und mittels 
Immunfluoreszenz ließ sich nachweisen, dass das Polyductin-Protein im Bereich der 
Basalkörper der Primärzilien lokalisiert ist (Wang et al. 2007).  
Durch alternatives Spleißen der mRNA entstehen diverse unterschiedlich große 
Transkripte (Onuchic et al. 2002a). Analog zeigte sich bei der Charakterisierung des 
murinen Pkhd1-Orthologs, dass das komplexe Pkhd1-Spleißmuster in der Maus 
konserviert ist und die alternativ gespleißten Pkhd1-Transkripte gewebespezifisch 
exprimiert werden. So ist zu vermuten, dass den organspezifischen Transkripten eine 
entscheidende Rolle für die jeweilige Gewebeintegrität zukommt. Bekannt ist, dass ein 
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bestimmter Teil des Polyductin-Proteins erforderlich für eine ausreichende Funktion des 
Proteins ist und dass einige Exons dafür essentiell sind (Onuchic et al. 2002a; 
Bergmann et al. 2003, Wang et al. 2007).  
Des Weiteren unterliegt das Polyductin-Protein einer regulierten intramembranären 
Proteolyse (Regulated Intramembrane Proteolyses, RIP) (Kaimori et al. 2007). Durch 
ADAM-Metalloproteinasen kann das extrazelluläre Fragment abgespalten werden, 
gleichzeitig wird durch einen γ-Sekretase-abhängigen Prozess das intrazelluläre 
C-terminale Fragment gelöst. Dadurch lassen sich Polyductin-Isoformen u.a. in zwei 
große Gruppen einteilen: Polypeptide mit membranständiger Anordnung (Polyductin-
M) enthalten das längste durchgehende Leseraster. Der anderen Gruppe fehlt der 
transmembrane Abschnitt, da nach der Translation die Sekretion in den 
Extrazellulärraum erfolgt (Polyductin-S) (Onuchic et al. 2002a; Abb. 6). Außerdem 
besteht gleichzeitig eine große Anzahl zusätzlicher intrazellulärer Fragmente, deren 
Freisetzung Ca
2+
-reguliert ist (Bergmann et al. 2006; Kaimori et al. 2007). 
Die durch RIP modifizierten Polyductin-Isoproteine können als bi-direktionale Signale 
funktionieren. Zum einen kann das intrazelluläre Produkt direkt in Signalwege 
eingreifen, zum anderen kann der extrazelluläre Teil als Ligand funktionieren. Wenn 
der Extrazellulärraum einem durchflossenen Lumen wie z. B. dem Nierentubulus 
entspricht, kann die gelöste Proteindomäne „stromabwärts“ auch entfernte Rezeptoren 
erreichen und Signale weitergeben, die nicht dem direkten Zell-Zell-Kontakt 
entsprechen (Kaimori et al. 2007).  
Anhand der strukturellen Informationen könnte das Polyductin-Protein eine wichtige 
Rolle bei zellulärer Adhäsion, Repulsion und Proliferation spielen. Des Weiteren könnte 
es Funktionen als Rezeptor, Ligand oder membran-assoziiertes Enzym (katalytische 
Eigenschaften der PbH1-Motive) übernehmen oder auch einen Einfluss auf die 
intrazelluläre Signaltransduktion ausüben (Onuchic et al. 2002a; Wilson 2004; 
Harris 2002).  
Als Zystoprotein (Sammelbezeichnung für Proteine, die zystischen Nierenerkrankungen 
zugrunde liegen) ist Polyductin mit weiteren, bekannten Zystoproteinen im Bereich 
primärer Zilien, Basalkörper und Centrosomen co-lokalisiert. Diese Erkenntnisse legen 
nahe, dass die Zystoproteine ein gemeinsames Proteinnetzwerk ausbilden und letztlich 
in ähnliche Signalwege einmünden (Bergmann et al. 2006). 
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1.1.9 Bekannte Interaktionspartner des Polyductin-Proteins 
Obwohl es sich bei Primärzilien um eine typische Lokalisation für Zystoproteine 
handelt, konnten bislang erst wenige Interaktionspartner für das Polyductin-Protein 
identifiziert werden (Hildebrandt & Otto 2005). Eine Verbindung zur ADPKD zeigte 
sich bei der Co-Lokalisation des Polyductin-Proteins mit dem Polycystin-2-Protein 
(PKD2) im Bereich der Basalkörper der Primärzilien und einer Interaktion der beiden 
Proteine (Zhang et al. 2004). Der C-terminale Teil des Polyductin-Proteins interagierte 
mit dem N-terminalen Teil des Polycystin-2-Proteins (Kim et al. 2008).  
Eine weitere, allerdings indirekte Interaktion beider C-Termini ist bekannt, wobei hier 
Kif3a (Kinesin des IFT, siehe Kap. 1.3) als Mediator gilt (Wang et al. 2007). Außerdem 
wurde die Interaktion des intrazellulären C-Terminus des Polyductin-Proteins mit 
CAML (calcium-modulating cyclophilin ligand) beschrieben, welches über weitere 
Proteine an der Kontrolle intrazellulärer, Ca
2+
-gesteuerter Signale beteiligt ist (Nagano 
et al. 2005).  
Ebenfalls bindet HNF-1beta indirekt an das Polyductin-Protein. Es bindet mit dem 
C-Terminus an CREBP (cAMP response element binding protein) und P/CAF 
(P300/CBP-associated factor) und aktiviert darüber den PKHD1-Promotor und die 
Expression des Proteins (Hiesberger et al. 2005).  
Beim Proteintransport in die Zilien bindet das Regulatorprotein Rab8 direkt an die CTS 
(ciliary targeting sequence) des Polyductin-Proteins und kontrolliert den Transport der 
Proteine in die Zilienmembran (Follit et al. 2010). 
 
1.2 Usher-Syndrom  
1.2.1 Klinik 
Das Usher-Syndrom ist ein ebenfalls autosomal-rezessiv vererbtes Krankheitsbild, 
welches 1858 erstmals vom deutschen Augenarzt Albrecht von Graefe beschrieben und 
später nach dem englischen Augenarzt Charles H. Usher, der 1914 die Heredität 
erkannte, benannt wurde (Petit 2001). Dabei handelt es sich um eine sowohl klinisch als 
auch genetisch heterogene Erkrankung, die durch die Kombination von langsam 
fortschreitender Netzhautdegeneration - Retinitis pigmentosa - und bereits früh 
einsetzender Innenohrschwerhörigkeit oder Gehörlosigkeit von Geburt an 
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charakterisiert ist. Das Usher-Syndrom stellt die häufigste Ursache für kombinierte 
Taub- und Blindheit dar (Reiners et al. 2005). 
Nach aktuellen Studien beträgt die Prävalenz etwa 6,2 auf 100.000 Personen (Spandau 
& Rohrschneider 2002). Diesbezüglich sind in der gesamten Bundesrepublik derzeit 
etwa 5000 Personen am Usher-Syndrom erkrankt, wobei die Verteilung homogen im 
gesamten Bundesgebiet ist. Epidemiologische Studien, die vorwiegend in Nordeuropa 
durchgeführt wurden, lassen vermuten, dass diese Erkrankung dort ihren Ursprung und 
die höchste Inzidenz hat, wobei diese zwischen 3,5 und 6,2 Erkrankten pro 100.000 
Einwohnern variiert (Spandau & Rohrschneider 2002). 
Ausgehend von klinischen Befunden wird das Syndrom in drei Typen eingeteilt (Keats 
et al. 1999, Adato et al. 2005): 
Usher-Syndrom Typ I: Der Typ I des Usher-Syndroms stellt die schwerste 
Verlaufsform dar. Die Patienten präsentieren schwere Hörschäden oder kongenitale 
Gehörlosigkeit. Zusätzlich sind auch die Gleichgewichtsorgane nicht adäquat 
ausgebildet, so dass es zu starken Gleichgewichtsstörungen kommt. Die Retinitis 
pigmentosa beginnt bereits in der frühen Kindheit (1. Lebensjahrzehnt) mit 
Nachtblindheit und Gesichtsfeldeinschränkungen. Insgesamt findet sich der Typ I bei 
etwa 1/3 der Patienten. 
Usher-Syndrom Typ II: Kombination von mittel- bis hochgradiger Schwerhörigkeit, 
keine vestibulären Einschränkungen und ein verzögerter Beginn der Retinitis 
pigmentosa. Diese Form des Usher-Syndroms manifestiert sich bei ca. 2/3 der 
Patienten. 
Usher-Syndrom Typ III: Sehr seltene Kombination von zunehmender 
Schwerhörigkeit und Retinitis pigmentosa, die sich in variablem Alter manifestiert.  
Als diagnostisches Mittel eignet sich neben diversen Hörtests das Elektroretinogramm 
zur Untersuchung der Netzhautfunktion. Außerdem besteht die Möglichkeit, einzelne 
Chromosomenabschnitte auf die bislang bekannten Gene zu untersuchen. Ein 
Microarray zur Genotypisierung wird für das Screening von Mutationen in den 
bekannten Genen aller Usher-Syndrom-Typen bereits eingesetzt (Cremers et al. 2006). 
Dank der modernen Medizin gibt es viele symptomatische Therapieansätze, die von der 
pharmakologischen Behandlung mit z. B. Vitamin A über operative Eingriffe (Katarakt-
OP und Netzhauttransplantation) bis hin zum Austausch der mutierten Gene durch 
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Einschleusung von Vektor-Viren reichen. Letzteres hat zur Zeit aber noch einen rein 
experimentellen Charakter. Auch die Gehörlosigkeit kann durch Cochlea-Implantate gut 
behandelt werden. Molekularbiologische Methoden ermöglichen es, den Genort und die 
Mutation genau zu lokalisieren und zu analysieren; hiervon erhofft man sich in Zukunft 
neue Therapieansätze.    
1.2.2 Molekularbiologie des Usher-Syndroms 
In den vergangenen Jahren konnten für das Usher-Syndrom verschiedene Genorte 
identifiziert werden. Insgesamt sind elf Loci bekannt (USH1A-G, USH2A-C und 
USH3A), deren Defekte und Mutationen für die Entstehung der Netzhautdegeneration 
und der Innenohrschwerhörigkeit verantwortlich sind (Reiners et al. 2005). Obgleich die 
Phänotyp-Ausprägung ähnlich ist, kodieren die identifizierten Gene für ganz 
unterschiedliche Proteinklassen und -familien (Reiners et al. 2005). Im Folgenden wird 
auf die schwerste Form - das Usher-Syndrom Typ I -  eingegangen, für die sieben 
Genloci (USH1A-G) bekannt sind, wobei fünf der korrespondierenden Proteine 
identifiziert werden konnten (Demontis & Dahmann 2009; Chaïb et al. 1997; 
Alagramam et al. 2001; Mustapha et al. 2002):  
 
USH1A (14q32) – bislang nicht identifiziert   
USH1B (11q13.5) – Myosin VIIa  (Motorprotein)  
USH1C (11p15) – Harmonin (Gerüstprotein)    
USH1D (10q) – Cadherin 23 (Zelladhäsion) 
USH1E (21q21) – bislang nicht identifiziert    
USH1F (10q21) – Protocadherin 15 (Zelladhäsion) 
USH1G (17q25) – Sans (Gerüstprotein) 
 
Vielfältige Interaktionen zwischen den Mitgliedern der USH1-Familie sind bekannt und 
alle fünf identifizierten Proteine sind in ein USH1-Netzwerk integriert, welches im 
Wesentlichen durch die Bindung an die PDZ1-Domäne des Harmonin-Proteins 
organisiert ist (Reiners et al. 2005; Reiners et al. 2006). Der Name Harmonin lässt sich 
vom griechischen Wort „Harmonia“ ableiten, welches sich mit Auf- bzw. 
Zusammenbau übersetzen lässt (Verpy et al. 2000). Das zugrundeliegende USH1C-Gen 
ist auf dem Chromosom 11p15 lokalisiert und besteht aus 20 konstitutiven Exons (Exon 
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1-14 und 16-21) und acht weiteren Exons, die alternativ gespleißt werden können (Exon 
15, Exon A-G/G´) (Ouyang et al. 2002; Abb. 7).  
 
 
Abbildung 7 Aufbau der USH1C-Isoformen 
                          Die Exons A-F werden unmittelbar vor Exon 16 eingefügt, Exon G/G´ befindet sich 
zwischen Exon 20 und 21. Isoform a1 besteht durchgängig aus Exon 1-21, wohingegen 
Isoform b2 die Exons A-G anstelle von Exon 15 aufweist und z. B. Isoform c2 alle 
bekannten Exons außer Exon G/G´ enthält (aus: Verpy et al. 2000). 
 
Dies bedingt vielfältige Harmonin-Isoformen, welche anhand ihrer Proteindomänen 
charakterisiert und dementsprechend in drei Subtypen a, b und c eingeteilt werden 
(Adato et al. 2005; Abb. 8).  
 
 
Abbildung 8     Harmonin (USH1C)-Isoformen  
Aufbau der Harmonin-Isoformen aus drei PDZ-Domänen, Coiled-Coil-Region und PST-
Region (aus: Adato et al. 2005).  
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Alle Isoformen besitzen als charakteristisches Merkmal zwei PDZ-Domänen am 
N-Terminus. Die Isoformen a und b besitzen eine weitere PDZ-Domäne am 
C-Terminus. Außerdem enthalten alle Isoformen hinter der zweiten PDZ-Domäne eine 
Coiled-Coil-Region (CC),  Isoform b zusätzlich eine zweite CC und eine PST (Prolin, 
Serin, Threonin)-reiche Region.  
Als Struktur- bzw. Gerüstprotein kommt das Harmonin-Protein zwar nahezu ubiquitär 
vor, aber es wird besonders stark in den Photorezeptoren der Netzhaut und in den 
Haarzellen des Innenohrs exprimiert. Die Exons A-G/G´ (z. B. Isoform b2 und b3) 
scheinen hauptsächlich im Innenohr exprimiert zu werden, so dass die Proteindomänen, 
die in diesen Exons kodiert sind, essentiell für die Funktion der sensorischen Zellen im 
Innenohr sind (Ouyang et al. 2002). Die am häufigsten vorkommende Isoform a tritt 
unter anderem in der Niere auf, wo ein USH1C-Transkript der Größe 2,3-2,4 kb 
exprimiert wird (Verpy et al. 2000). 
Die Gesamtheit der subzellulären Lokalisationen ist derzeit noch nicht genau definiert, 
lediglich das Vorkommen des Harmonin-Proteins im Bereich der Synapsen und 
Primärzilien ist bekannt (Reiners et al. 2003; Kremer et al. 2006).   
Als Strukturprotein bildet das Harmonin-Protein Komplexe mit Zelladhäsionsmolekülen 
der Sinneszellen. Diese Proteinkomplexe sind zum einen an den Synapsen und zum 
anderen auch in den reizaufnehmenden Kompartimenten (Stereozilien der Haarzellen, 
Außensegment der Photorezeptoren) lokalisiert.  
Im Innenohr konnten alle USH1-Proteine in den Zilien der Haarzellen lokalisiert 
werden. Hier ist der USH1-Komplex für die Differenzierung der Zilien in den 
Haarzellen verantwortlich und gleichermaßen wichtig für die Funktion der schon 
entwickelten Haarzellen und deren Signaltransduktion (Reiners et al. 2005; Reiners et 
al. 2006). Die Proteine sind dabei an einer Signalkaskade, die die Entwicklung und 
Aufrechterhaltung der Zellen reguliert, beteiligt (Petit 2001).  
An den Synapsen der retinalen Photorezeptorzellen ist das Harmonin-Protein mit den 
anderen USH1- und USH2-Proteinen co-lokalisiert. Ist einer der Bindungspartner im 
USH1-Netzwerk defekt bzw. mutiert, kommt es zu einer Dysfunktion an der Synapse 
und zum klinischen Bild der Retinitis pigmentosa (Reiners et al. 2003).  
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1.2.3 Bekannte Interaktionspartner des Harmonin-Proteins 
Einige Interaktionsnachweise (Yeast-two-Hybrid, Immunopräzipitation) ergaben, dass 
die identifizierten USH-Proteine miteinander in einem oder mehreren größeren 
Proteinkomplexen aus verschiedenen Zelladhäsionsproteinen auch eine Verbindung 
zum Cytoskelett aufweisen (Verpy et al. 2000). Wie aus Abb. 9 ersichtlich, bindet die 
Isoform a des Harmonin-Proteins an die zytoplasmatischen Abschnitte von Cadherin 23 
(USH1D) und Protocadherin 15 (USH1F) sowie an USH2-Domänen (Reiners et al. 
2005). Über intrazytoplasmatische Bindungen an Isoform b kann eine Verbindung zu 
Myosin VIIa (USH1B) hergestellt werden. Größtenteils entstehen diese Interaktionen 
über die PDZ-Domänen der bereits identifizierten USH1- und USH2-Proteine (Märker 
et al. 2008).  
 
Abbildung 9     USH-Netzwerk  
Schematische Darstellung der vielfältigen Interaktionen im Netzwerk der USH-Proteine 
(aus: Reiners et al. 2005).  
 
Dieser Proteinkomplex ermöglicht eine stabile Lokalisation der interagierenden Proteine 
und verbessert die Signalübertragung der Zellen bis hin zum Aufbau und Erhalt von 
Zellpolarität. 
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Als ein weiterer Interaktionspartner des Harmonin-Proteins wird Harp (harmonin-
interacting, ankyrin repeat-containing protein) beschrieben. Der gleichartige Aufbau 
beider Proteine, ihre Co-Lokalisation im Bereich epithelialer Zellen, sowie ein ein 
passendes PDZ-Bindemotif am C-Terminus des Harp-Proteins führen zur Interaktion 
mit der PDZ1-Domäne des Harmonin-Proteins (Johnston et al. 2004).   
1.3 Ziliopathien 
Zilien sind kurze (5-10 µm), haarähnliche Zytoplasmaausstülpungen, die ubiquitär 
typischerweise als Einzelorganelle auf der apikalen Oberfläche einer Epithelzelle 
vorkommen und eine Struktur aus Mikrotubuli als Grundgerüst aufweisen. Die Zilien 
agieren sowohl als motorische Einheit als auch als sensorische Antennen zur Chemo-, 
Mechano- und Photosensation (Badano et al. 2006; Hildebrandt & Otto 2005).  
Der Aufbau der Zilie lässt sich in fünf Abschnitte teilen: Zylinder, Membran, Matrix, 
Spitze und Basalkörper. Das innere Gerüst bildet ein Zylinder aus neun gepaarten 
Mikrotubuli (jeweils α- und β-Tubulin), welcher entweder zusätzlich zwei zentrale 
Mikrotubuli enthält (9x2+2-Struktur) oder eine sogenannte 9x2+0-Struktur aufweist.  
 
 
Abbildung 10 Zilienaufbau  
Links die 9x2+2-Struktur mit einem zentralen Mikrotubuli-Paar. Im Vergleich dazu 
rechts die 9x2+0-Struktur, die nur aus dem äußeren Ring aus Mikrotubuli-Paaren besteht  
(aus: Badano et al. 2005).  
 
Ursprünglich ging man davon aus, dass es sich bei der 9x2+2-Zilie um eine motile Zilie 
handelt, die für den Transport von Sekreten (z. B. Bronchialschleim) zuständig ist. 
Zilien mit einer 9x2+0-Struktur wurden lange als immotile Primärzilien bezeichnet. 
Nachdem aber auch motile Zilien mit einer 9x2+0-Struktur identifiziert wurden, kann 
man die Funktion der Zilien nicht mehr allein anhand ihrer Struktur ausmachen, so dass 
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es heute 4 Subtypen gibt: Motile 9x2+2-Zilien (z. B. im Respirationstrakt), motile 
9x2+0-Zilien (im Primitivknoten), sensorische 9x2+2-Zilien (z. B. die vestibulären 
Zilien) und sensorische 9x2+0-Zilien (z. B. renale und retinale Zilien, im Folgenden 
synonym mit Primärzilien verwendet) (Ibañez-Tallon et al. 2003).    
Die Primärzilien haben ihre Funktion vor allem in der Sensorik und nehmen 
mechanosensorische, visuelle, osmotische und gustatorische Stimuli, wie z. B. die 
Konzentrationen bestimmter Moleküle, Osmolaritäten, Lichtintensitäten und 
Flüssigkeitsströmungen wahr, leiten diese weiter und verbinden sie mit den 
Mechanismen der Zellzykluskontrolle und der Zellpolarität. Damit repräsentieren sie 
eine spezialisierte Region der Zellmembran, die in Interaktionen mit dem 
extrazellulären Medium verwickelt ist, die Zelle mit ihrer Umgebung verbindet und 
fundamentale biologische Prozesse, wie die Entwicklung und die Physiologie 
differenzierter Zellen und Gewebe,  beeinflusst.  
Der zentrale Zylinder, das sogenannte Axonem, wird von einer Zilienmembran 
umgeben, in der diverse Rezeptoren und Ionenkanäle die wichtigste Voraussetzung für 
die sensorische Funktion der Zilie erfüllen. Das Volumen-Oberflächen-Verhältnis ist 
zugunsten der Oberfläche verschoben (Yoder 2007). Obwohl die Zilienmembran wie 
eine fortlaufende Zellmembran erscheint, ist sie strukturell und funktionell davon zu 
unterscheiden.  Zwischen Axonem und Membran befindet sich die Matrix, bei der es 
sich um eine flüssige Phase handelt. Darin werden mittels intraflagellarem Transport 
(IFT) große Proteine für Rezeptoren und Ionenkanäle entlang der Mikrotubuli 
transportiert und die sensorischen Signale mithilfe des second-messenger-Systems 
weitergeleitet. Alle Zilien weisen eine komplexe Ultrastruktur auf, die sich in den rund 
250 distinkten Proteinen, aus denen eine Zilie aufgebaut ist, widerspiegelt. Der 
anterograde Proteintransport, unter anderem auch in die Zilienmembran, erfolgt durch 
die Gruppe der Kinesine (Kif3a, Kif3b, KAP3), der retrograde Transport durch Dyneine 
(z. B. Dynein 1B) (El Zein et al. 2003; Eley et al. 2005; Hildebrandt & Zhou 2007). 
Mangels Proteinsynthese in den motilen und immotilen Zilien selbst, ist der 
Zilienaufbau und -erhalt sowie die Zilienfunktion vom antero- und retrograden 
Proteintransport entlang des Axonems abhängig (Badano et al. 2005; Sun et al. 2004).  
An den entgegengesetzten Seiten der Zilie finden sich die Spitze, deren Funktion 
bislang unbekannt ist, und unterhalb der Zellmembran der Basalkörper, der das 
Fundament des gesamten Zilienaufbaus bildet. Der Basalkörper gilt als Kern- und 
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Organisationsstruktur und als Sammel- und Verteilungsplatz im Zilientransportsystem. 
Die Zilienproteine müssen zunächst an den Basalkörper andocken, bevor sie in die Zilie 
weitertransportiert werden können.  
Den Bereich zwischen Basalkörper und Zilie bezeichnet man als Übergangszone 
(„transition zone“), die als Filter für die Zilie dient und nur den Transport ziliärer 
Proteine zulässt (Eley et al. 2005, Wang et al. 2007). Reguliert wird dieser Transport 
durch eine CTS, welche erst kürzlich im Polyductin-Protein identifiziert wurde (Follit et 
al. 2010).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                    
Abbildung 11   Zilienaufbau und intraflagellarer Proteintransport  
Links: Anterograder Proteintransport mittels Kinesinen (Kif 3a) und Lokalisation der 
Zystoproteine (Nephrocystine, Polycystin, Polyductin).  
Rechts: Zilienstruktur mit Axonem, Membran, Matrix, Spitze und Basalkörper, sowie 
„transition zone“. Anterograder Transport entlang der Mikrotubuli mittels Kinesinen, 
retrograder Transport mittels Dyneinen (aus Hildebrandt & Zhou 2007).  
 
Darüberhinaus ist das Centrosom, welches seinen Namen durch die räumliche Nähe 
zum Zentrum der Zelle erhielt und erstmals zu Beginn des 20. Jahrhunderts von 
Theodor Boveri beschrieben wurde, ein wichtiger Bestandteil im Rahmen der 
Ziliopathien. Das Centrosom wird auch als MTOC (microtubule organizing center) 
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bezeichnet, da es als globaler Mediator für Zellpolarität und Zellaufbau gesehen werden 
kann und in den Aufbau und den Erhalt der Zellpolarität involviert ist. Gemeinsam sind 
das Centrosom und der Basalkörper daher wichtig für die Regulation und die 
Manipulation des Proteintransports, um die strukturellen und funktionellen 
Eigenschaften der Zilie aufrecht zu erhalten (Badano et al. 2005).  
Aufgrund dieser vielfältigen Aufgaben im menschlichen Organismus führen 
Veränderungen und Defekte in der Zilienstruktur und centrosomale Dysfunktion zu 
multiplen Ziliopathien mit einer Vielzahl unterschiedlicher Phänotypen (Zariwala et al. 
2007; Marshall & Nonaka 2006). Grundlegend ist hierbei die Fehlfunktion der 
Epithelzellen, extrazelluläre Veränderungen zu detektieren und weiterzuleiten 
(Hildebrandt & Zhou 2007).  
Zum einen kommt es zur syndromalen Ausprägung wie z. B. beim Bardet-Biedl-
Syndrom, Joubert-Syndrom oder Meckel-Gruber-Syndrom, oder aber die Defekte 
beschränken sich auf ein oder wenige Organe wie z. B. bei primärer Ziliendyskinesie, 
polyzystischer Nieren- oder Lebererkrankung und Nephronophthisen (Badano et al. 
2006; Badano et al. 2005). 
  
2 Fragestellung 
Um die Pathogenese der polyzystischen Nierenerkrankung besser verstehen zu können, 
ist es essentiell, die Netzwerke der zugrunde liegenden Proteine zu identifizieren und zu 
charakterisieren. Sowohl die bekannte subzelluläre Co-Lokalisation der meisten Zysto-
proteine im Bereich primärer Zilien und des Centrosoms als auch klinisch-genetische 
und biochemische Erkenntnisse legen nahe, dass Zystoproteine ein gemeinsames 
funktionelles Proteinnetzwerk ausbilden, auf diese Weise direkt oder indirekt mitein-
ander interagieren und letztlich in ähnliche oder identische Signaltransduktionskaskaden 
einmünden. 
Auch der funktionellen Charakterisierung der beteiligten Proteine einschließlich der 
zugrunde liegenden Signalwege kommt eine entscheidende Bedeutung zu (Guay-
Woodford 2006; Siroky & Guay-Woodford 2006). Dabei trägt die Suche nach 
Bindungspartnern des ARPKD-Zystennierenproteins Polyductin, dessen Funktion 
bislang noch weitgehend unbekannt ist, zum funktionellen Verständnis der Ziliopathien 
und in diesem besonderen Fall der ARPKD bei.  
Im Mittelpunkt dieser Dissertation stand die Frage, ob die Intrazellulärdomäne des 
ARPKD-Proteins Polyductin mit dem Usher-Syndrom-Protein Harmonin interagiert. 
Dabei  konzentrierte sich die vorliegende Arbeit auf die Validierung dieser Interaktion 
mittels Co-Immunopräzipitation (CoIP). Grundlage der folgenden Experimente war ein 
in der Arbeitsgruppe vorangegangener Yeast-two-Hybrid-Screen, in dem mögliche 
Interaktionspartner für die Intrazellulärdomäne des Polyductin-Proteins untersucht 
wurden (Dissertation J. Hanten). Da ein bestimmter Abschnitt des Harmonin-Proteins 
im Yeast-two-Hybrid-Screen identifiziert wurde, wurde zunächst aussschließlich dieser 
mittels CoIP auf seine Interaktion mit der intrazellulären Polyductin-Domäne 
untersucht. 
 
  
3 Material und Methoden 
3.1 Material 
3.1.1 Geräte und Zubehör 
Autoklav                HV-85, HD-Tek, Süßen, D 
Brutschrank             Kendro, Heraeus, Hanau, D 
Elektrophoresegeräte       Multigel-Long-Gelkammer, Biometra, Göttingen, D 
Elektrophoresezubehör   Gelträger 20x20 cm, Amersham Pharmacia Biotech, 
                                        Freiburg, D 
22-Zahn-Kämme, Amersham Pharmacia Biotech,  
Freiburg, D 
Geldokumentation          Imaging-System Gel Doc 2000, Bio-Rad, München, D 
Heizblock                     Unitek
TM
 HBS-130/E, Peqlab, Erlangen, D 
Magnetrührer              Ikamag RCT basic, IKA Labortechnik, Staufen, D 
Mikrowelle                  Bosch, München, D 
pH-Meter                    MP 220, Mettler Toledo AG, Schwerzenbach, CH
 
Photometer                 Bio Photometer, Eppendorf, Köln, D 
Pipetten                      P10, P20, P100, P1000, Gilson, Villiers-le-Bel, F 
Schüttelapparat           GFL 3005, Burgwedel, D 
Sequenziergerät          ABI Prism 377
®
, Applied Biosystems, Darmstadt, D 
Sequenzierzubehör   Glasplatten, Spacer 0,5 mm und Klammern, Applied 
Biosystems, Darmstadt, D 
Spannungsgeräte         Elektrophoresis Power Supply EPS 300, Amersham 
Pharmacia Biotech, Freiburg, D 
Thermocycler             PTC 100, MJ Research, Biozym, Hess. Oldendorf, D 
                                   PTC 200 DNA Engine, MJ Research, Biozym, Hess. 
                                   Oldendorf, D                         
Trockenschrank  Heraeus, Hanau, D 
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Waagen    BP 2100 & BP 615, Sartorius AG, Göttingen, D 
Wasserbad    GFL 1002-1013 & GFL 1086, Burgwedel, D 
Lauda E200 ecoline R206, Lauda-Königshofen, D 
Zentrifugen    Centrifuge 5415C, Eppendorf, Hamburg, D 
Biofuge fresco, Kendro, Hanau, D 
3.1.2 Reagenzien und Materialien 
3.1.2.1  Chemikalien 
Alle verwendeten Chemikalien wurden von folgenden Firmen bezogen: 
Bio-Rad, München, D 
ICN Biomedicals, Aurora, USA 
Invitrogen, Karlsruhe, D 
Merck, Darmstadt, D 
Riedel-de Haen, Seelze, D 
Roche, Mannheim, D 
Roth, Karlsruhe, D 
Serva, Heidelberg, D 
Sigma-Aldrich, Deisenhofen, D 
3.1.2.2  Feinchemikalien und Enzyme  
Agarose   peqGOLD Universal Agarose, Peqlab, Erlangen, D 
Ampicillin-Stammlösung Roche, Mannheim, D 
Bradford-Reagenz  Bio-Rad Protein Assay, Bio-Rad, München, D 
dNTPs  dATP, dCTP, dGTP & dTTP, je 100 mM, Invitrogen, 
    Karlsruhe, D 
E.coli-Bakterien  E.coli competent cells JM109, Promega, Madison, USA 
Ethidiumbromid   Merck, Darmstadt, D 
Expressionsvektoren  pCMV-Myc, BD Biosciences Clontech, Mountain View,  
USA 
pRc/CMV, Invitrogen, Karlsruhe, D 
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Gelextraktionskit   QIAquick
®
 Gel Extraction Kit (250), QIAGEN,  
Hilden, D  
H2O    Millipore, Quantum
TM 
Ex, Schwalbach, D 
IPTG Roth, Karlsruhe, D 
Längenstandard  100 bp-Leiter, 1 µg/µl, Invitrogen, Karlsruhe, D 
1 kb-Leiter, 0,5 µg DNA/µl, MBI Fermentas, St. Leon-
Rot, D 
Ligase    T4 DNA Ligase, Promega, Madison, USA  
Lysozym     Roche, Mannheim, D 
PCR-Aufreinigungskit  QIAquick
®
 PCR Purification Kit (250), QIAGEN,  
Hilden, D 
PCR-Reagenzien 10x-PCR-Puffer (500 mM KCl, 200 mM Tris-HCl, pH 
8,4), MgCl2 (50 mM), Invitrogen, Karlsruhe, D 
Plasmidisolationskit   QIAprep
®
 Spin Miniprep Kit (50) QIAGEN, Hilden, D 
Polymerasen  AccuPrime
TM
 Taq DNA Polymerase High Fidelity, 5 U/µl, 
Invitrogen, Karlsruhe, D 
Taq DNA Polymerase, recombinant, 5 U/µl, Invitrogen, 
Karlsruhe, D 
Renale mRNA  Human Kidney Total RNA, Clontech, Mountain View, 
USA  
Restriktionsendonukleasen  KpnI, EcoRI, XbaI, HindIII, NotI (10.000 U/µl), Puffer 
und BSA, New England Biolabs, Frankfurt/Main, D 
Reverse Transkription  Reverse Transcription System, Promega, Mannheim, D 
Sequenzier-Kit  ABI Prism
® Big Dye™ Terminator Cycle Sequencing 
Ready Reaction  Kit,  Applied Biosystems, Darmstadt, D 
X-Gal Invitrogen, Karlsruhe, D 
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3.1.2.3  Primer   
Die verwendeten Oligonukleotidprimer wurden von der Firma MWG-Biotech AG 
(Ebersberg, D) synthetisiert. 
USH cDNA F  5’ - GCGCAGAATTCTTCTCCAGGTAGGGGACGAGAT - 3’ 
USH cDNA R  3’ - GCGCAGGTACCGCTGGGAGAGACCAAATTCA - 5’ 
pCMV-Myc F 5’ - GATCCGGTACTAGAGGAACTGAAAAAC - 3’ 
pCMV-Myc R 3’ - GCAATAGCATCACAAATTTCACA - 5’ 
IZ F                         5’ - CGCAGAATTCAGCTGTCTGGTGTGCTGTTG - 3’ 
IZ R 3’ - AGCTGAATTCCAGTTGCTCCTGAATAGTTTCC - 5’  
pRc/CMV F 5’ - AAGCAGAGCTCTCTGGCTAAC - 3’ 
pRc/CMV R 3’ - AGGCACAGTCGAGGCTGAT - 5’ 
3.1.2.4  Puffer und Lösungen 
Agarose-Blaupuffer      TBE 1x 
Ficoll400 8x 
Bromphenolblau 0,01% 
LBA-Agar (autoklaviert)  1,5% Select-Agar 
1% Select-Pepton 
    0,5% Select-Yeast Extract 
0,5% NaCl 
H2O 
    nach Autoklavieren:  4 ml Ampicillin  
       2 ml IPTG  
5 ml X-Gal  
LBA-Medium (pH 7,5)  1% Select-Pepton 
    0,5% Select-Yeast Extract 
0,5% NaCl 
H2O 
nach Autoklavieren: 4 ml Ampicillin 
Natriumacetat    3 M, pH 4,8  
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Sequenzierprobenpuffer Formamid deion./ EDTA 25 mM (1:5) 
SOC-Medium   0,5% Select-Yeast Extract 
    2% Select-Trypton 
10 mM NaCl 
2,5 mM KCl 
H2O 
nach Autoklavieren:   10 mM MgCl2 
10 mM MgSO2 
  20 mM Glucose 
STET-Puffer (pH 8)  Sukrose 8 g 
   Triton-X-100 0,5 g 
 EDTA 1,9 g 
 Tris 0,6 g 
 H2O ad 100 ml 
10x TBE (pH 8,4)  1,0 M Tris 
0,9 M Borsäure 
0,1 M EDTA 
3.1.2.5  Zellkultur 
COS7-Zellen  Institut für Biochemie, Universitätsklinikum Aachen, D 
D-MEM Dulbecco´s MEM with Glutamax-I, Invitrogen, Karlsruhe, 
D 
Einfriermedium D-MEM (1 ml pro Röhrchen) 
 10% DMSO (Dimethylsulfoxid) 
 20% FCS 
 steril filtrieren 
Fötales Kälberserum (FCS)  Invitrogen, Karlsruhe, D 
Kulturflaschen   50 ml, Greiner Bio-One GmbH, Frickhausen, D 
Kulturmedium  45 ml D-MEM  
5 ml FCS   
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Kulturplatten    Multiwell 6 well, Becton Dickinson, Le Pont de Claix, F 
OptiMEM
®
    Invitrogen, Karlsruhe, D 
PBS-Puffer    Roche, Mannheim, D 
Pipetten    2 ml, 5 ml, 10 ml, 20 ml, Greiner Bio-One GmbH, 
Frickenhausen, D 
Transfektionsreagenz  Lipofectamine 2000, Invitrogen, Karlsruhe, D 
Trypsin-EDTA (1x)   Invitrogen, Karlsruhe, D 
3.1.2.6  Co-Immunopräzipitation und Western Blot 
Acrylamid 30% Acrylamid/Bis Solution 29:1, BioRad, Hercules, 
 USA 
Anodenpuffer I (pH 10,4) 300 mM Tris-HCl 
    20% Methanol 
    H2O 
Anodenpuffer II (pH 10,4) 25 mM Tris-HCl 
    20% Methanol 
    H2O 
Antikörper Anti-Flag
®
 M2 Monoclonal Antibody (mouse), Sigma,   
     Saint Louis, USA   
IP: 3-4 µl, WB: 1:2000 
c-Myc (A-14)-Antibody (rabbit polyclonal IgG), Santa 
Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA 
WB: 1:500 
Anti-c-Myc-Peroxidase, Mouse monoclonal antibody,  
Roche, Mannheim, D 
IP: 10 µl 
Anti-mouse IgG (Fc-specific), Sigma-Aldrich,  
München, D 
WB: 1:8000 
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Polyclonal goat Anti-rabbit Immunglobulin, 
DakoCytomation, Glostrup, Dänemark 
WB: 1:3000 
Blocklösung   Albumine bovine Fraction V, Serva, Heidelberg, D 
Blot-Apparatur  Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell, Bio-Rad, 
München, D 
Blotting Membran  Bio Trace
TM
 PVDF, Pall, Pensacola, USA 
ECL-Lösung ECL Western Blotting Detection Reagents (1&2),  
 Amersham Biosciences, Piscataway, USA 
Film High performance chemiluminescence film 18x24 cm,  
 Amersham Biosciences, Piscataway, USA 
Kathodenpuffer (pH 9,4) 25 mM Tris-HCl 
    40 mM ε-Aminocapronsäure 
    20% Methanol 
    H2O 
Kimwipes  Kimberly-Clark
®
 Kimwipes Lite, Kimberly-Clark,  
 Koblenz, D 
Laemmli-Puffer  260 mM Tris-HCl 
    40% Glycerol 
    9,2% SDS 
    0,004% Bromphenolblau 
    H2O    
Laufpuffer   30,3 g Trizma Base 
    144 g Glycin (= 1,92 M) 
    10 g SDS (= 1%) 
    H2O 
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Lipid-Raft-Puffer   25 mM Tris-HCl 
    1% Triton-X-100  
    150 mM NaCl  
    5 mM EDTA  
    H2O 
Proteinase-Inhibitor  Sigma, Saint Louis, USA 
Proteinstandard Precision Plus Protein
TM 
Standards, Bio-Rad, Hercules, 
 USA 
Sammelgelpuffer (pH 6,8) 0,4 g SDS 
    6,05 g Trizma Base (= 0,5 M) 
    H2O 
Sepharose Protein G Sepharose 4 fast flow, Amersham Biosciences,  
 Piscataway, USA 
Stripping Puffer  2% SDS 
    62,5 mM Tris-HCl (pH 6,7) 
TBS-N (pH 7,6)  50 mM Tris-HCl (pH 7,5) 
    150 mM NaCl 
    0,5% NP-40 
    1 mM EDTA 
    H2O 
TEMED   Merck, Darmstadt, D 
Trenngelpuffer (pH 8,8) 0,8 g SDS 
    36,3 g Trizma Base (= 3 M) 
    H2O 
Whatmanpapier  Whatman GB002, Schleicher und Schüll,  
Dassel, D 
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3.1.2.7 Verbrauchsmaterial 
Plastikwaren   Kulturschalen sowie andere Einwegartikel für die 
Klonierung und Zellkultur wurden entweder über die 
Firmen Greiner Bio-One oder Sigma-Aldrich bezogen. 
3.2 Methoden 
3.2.1 Klonierung  
Vor Einschleusung einer Protein-Gensequenz in eukaryote Zellen, um dieses nach der 
Translation proteinchemisch zu analysieren, ist es notwendig, diesen Genabschnitt 
zunächst zu vervielfältigen. Dieses sogenannte Klonieren stellt eine der wichtigsten 
Methoden in der Molekularbiologie dar. Dabei wird die Fähigkeit von Bakterien 
genutzt, kurze ringförmige DNA-Abschnitte, sogenannte Plasmide, aufzunehmen und 
zu vermehren (Transformation).  
Nach der Genamplifikation mittels PCR, wird der zu klonierende Abschnitt durch 
Restriktionsendonukleasen aus der Ursprungs-DNA herausgeschnitten und in einen 
eukaryotischen Expressionsvektor eingefügt. Der Vektor wird an seiner Multiple 
Cloning Site (MCS) durch Restriktionsenzyme geöffnet, so dass die kodierende 
Sequenz des Gens (Insert) im Zuge der Ligation in den Vektor eingefügt werden kann. 
Dafür wird der aufgeschnittene Vektor mit den isolierten DNA-Fragmenten inkubiert. 
Da Fragment und Vektor in linearisierter Form überhängende Basen besitzen, wird ein 
Teil der Moleküle so hybridisiert, dass das Insert in Transkriptionsrichtung in die 
Vektor-DNA integriert wird. Durch Zugabe einer DNA-Ligase werden die entstandenen 
Spaltstellen wieder zusammengefügt. Zusätzlich verfügen die verwendeten Vektoren 
über einen der MCS vorgeschalteten starken Promotor (meist ein Cytomegalie-Virus 
(CMV)-Promotor) und Resistenzgene zur Selektion. Die ligierten Plasmide und das 
DNA-Zielfragment werden bei der Transformation in die Bakterienzellen eingeschleust 
und über den Origin of Replication vermehrt. 
Die im Folgenden beschriebenen Methoden sind in der zeitlichen Reihenfolge ihrer 
Anwendung aufgeführt. 
3.2.1.1 Herstellung von renaler cDNA 
Die Ausgangssubstanz für alle folgenden Experimente war cDNA, die durch die 
Reverse Transkriptase aus renaler mRNA (Clontech, Mountain View, USA) 
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synthetisiert wurde. Mithilfe des Reverse Transcription System (Verfahren nach 
Angaben des Herstellers; Promega, Mannheim, D) an renaler mRNA entstand nach 
Ablauf des folgenden PCR-Programmes die gewünschte cDNA. 
 
RT-PCR:  45°C  30 min 
  95°C  5 min 
             4°C     ∞ 
3.2.1.2 Polymerasekettenreaktion (PCR) 
Die PCR ermöglicht es, in vitro eine bestimmte Gensequenz zu amplifizieren. Einzig 
die flankierenden Sequenzen müssen bekannt sein, um ein Primerdesign zu 
ermöglichen.  
Zur Etablierung der PCR an renaler cDNA wurde die Taq-DNA-Polymerase 
(Invitrogen, Karlsruhe, D) eingesetzt. Aufgrund der relativen Leseungenauigkeit dieser 
Polymerase, wurde zur Synthese des gewünschten Fragments für die Klonierung die 
lesegenauere AccuPrime™ Taq (Invitrogen) benutzt.  
Folgender Ansatz wurde zur Etablierung der PCR pipettiert: 
 
  -  5 µl 10x-PCR-Puffer         
  -  5 µl  MgCl2 (verdünnt auf 15 mM)        
  -  8 µl dNTPs (jeweils verdünnt auf 1,25 mM)  
  -  2 µl F-Primer (verdünnt auf 0,01 mM)    
  -  2 µl R-Primer (verdünnt auf 0,01 mM) 
  -  0,4 µl Taq-Polymerase (5 U/µl)     
  -  4 µl DNA (20 ng/µl)      
  -  23,6 µl H2O 
 
Eine zusätzliche Probe ohne DNA galt als Leerwert, um eine mögliche Kontamination 
mit Fremd-DNA auszuschließen. 
Zur initialen Denaturierung der DNA wurde der Thermocycler (Biozym, 
Hess. Oldendorf, D) auf 94°C für 5 min aufgeheizt. Über 32 Zyklen fand die 
Denaturierung bei 94°C für 15-30 s statt, die Primeranlagerung erfolgte bei 58°C für 
jeweils 30 s und die Vervielfältigung des komplettierten DNA-Strangs bei 68°C für 
90 s. Nach einer finalen Elongationsphase bei 72°C für 10 min wurden die Proben bis 
zur Entnahme bei 15°C  gehalten.  
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Zur Vervielfältigung der renalen cDNA mit der AccuPrime™ Taq ergab sich folgender 
Ansatz: 
 
  -  5 µl 10x Reaction Buffer II  
  -  1 µl F-Primer (verdünnt auf 0,01 mM) 
  -  1 µl R-Primer (verdünnt auf 0,01 mM) 
  -  0,2 µl AccuPrime™ Taq (5 U/µl) 
  -  4 µl cDNA (20 ng/µl) 
  -  38,8 µl H2O 
3.2.1.3 Agarose-Gelelektrophorese  
Die amplifizierten PCR-Produkte wurden zur Beurteilung der Amplifikation auf einem 
1%-igen-Agarosegel getestet. Hierzu wurden in einem Erlenmeierkolben 3 g 
Agarosepulver (Peqlab, Erlangen, D) in 300 ml TBE-Puffer durch Erhitzen in einem 
Mikrowellengerät (Bosch, München, D) gelöst und anschließend 30 µl Ethidiumbromid 
(Merck, Darmstadt, D) hinzugefügt. Das noch flüssige Gel kühlte auf einem Schüttler 
30 min ab, bevor es bei handwarmer Temperatur in einen vorbereiteten Gelträger 
(Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg, D) gegossen wurde und erkalten konnte, 
wobei ein Kammeinsatz (Amersham Pharmacia Biotech) als Platzhalter für die 
Probentaschen diente. Um das feste Gel für die Probenfüllung vorzubereiten, wurde es 
mitsamt der Form in die mit TBE-Puffer gefüllte Gelelektrophorese-Apparatur 
(Biometra, Göttingen, D) eingesetzt, so dass das Gel vollständig mit Puffer bedeckt war. 
Nun konnten die Kämme entnommen und die Taschen mit je 10 µl Probe, bestehend aus 
5 µl PCR-Produkt und 5 µl Agarose-Blaupuffer, gefüllt werden. Mit einem zusätzlich 
aufgetragenen Längenstandard (Invitrogen) ließ sich die Größe der Fragmente sicher 
bestimmen. Für den Probenlauf wurde abhängig von der amplifizierten Fragmentgröße 
an das Agarosegel eine Spannung von 120 V (Amersham Pharmacia Biotech) für etwa 
30 min angelegt. Quantitativ und qualitativ ließ sich das Gel an einem Imaging-Gerät 
(Bio-Rad, München, D) unter UV-Licht auswerten. Hierbei war zu erkennen, ob die 
PCR-Produkte spezifisch und in ausreichender Menge amplifiziert wurden und die 
erwartete Größe hatten oder kontaminiert waren.   
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3.2.1.4  Gelextraktion 
Sollten bei der PCR zusätzlich unspezifische Produkte amplifiziert worden sein, wurde 
mithilfe des QIAqick
®
 Gel Extraction Kits (Qiagen, Hilden, D) die erwartete Bande aus 
dem Agarosegel ausgeschnitten und aufgereinigt. Verfahren wurde hierbei nach den 
Angaben des Herstellers. Im Anschluss daran wurde das ausgeschnittene Produkt 
wiederum auf einem Agarosegel getestet, um zu erkennen, ob das Produkt rein und 
noch immer in ausreichend starker Konzentration vorhanden war.   
3.2.1.5 Restriktionsverdau 
Restriktionsendonukleasen sind eine Gruppe bakterieller Enzyme, die DNA-
Doppelstränge sequenzspezifisch schneiden. Der Verdau von DNA durch 
Endonukleasen hat zum Ziel, die ringförmige Plasmid-DNA und das PCR-Produkt an 
einer definierten Stelle zu schneiden, um beide anschließend aneinander fügen zu 
können.  
Um zu verhindern, dass sich die geschnittenen Produkte entgegen der gewünschten 
Transkriptionsrichtung zusammenlagern, wurden zwei verschiedene Enzyme mit 
unterschiedlichen Schnittstellen benutzt. Beispielsweise wurden KpnI (New England 
Biolabs, Frankfurt/Main, D), welches sein Aktivitätsoptimum bei 37°C hat und eine 
95%-ige Ligationseffizienz aufzeigt, und EcoRI (New England Biolabs), welches unter 
denselben Bedingungen optimal arbeitet, eingesetzt. 
Folgender Ansatz wurde pipettiert und  bei 37°C über Nacht im Wasserbad (GFL, 
Burgwedel, D) inkubiert: 
 
  -  1 µl Enzym 1 
  -  1 µl Enzym 2          
  -  3 µl Puffer    
  -  0,5 µl BSA           
  -  15 µl PCR-Produkt bzw. Plasmid-DNA 
  -  9,5 µl H20 
3.2.1.6  Aufreinigung 
Um nach dem Restriktionsverdau mit reinen Produkten weiterarbeiten zu können, 
wurden die Ansätze mithilfe des QIAquick
®
 PCR Purification Kits (Qiagen) gereinigt, 
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wobei nach den Angaben des Herstellers verfahren wurde. Überschüssige Enzyme, 
Puffer und BSA wurden dabei ausgewaschen, so dass keinerlei Störelemente in den 
folgenden Reaktionen vorhanden waren. Der Erfolg dieser Aufreinigung wurde erneut 
gelelektrophoretisch getestet (3 µl PCR-Produkt mit 5 µl Agarose-Blaupuffer) und die 
Konzentration der aufgereinigten DNA dabei abgeschätzt. 
3.2.1.7 Ligation 
Im Gegensatz zur blunt-end-Ligation handelte es sich bei der hier angewandten Ligation 
um eine sticky-end-Ligation, bei der die zu ligierenden DNA-Doppelstränge jeweils 
eine oder mehrere überhängende Basen besitzen. Über Basenpaarung wurden die 3’-
OH- und 5’-Phosphatgruppen in räumliche Nähe gebracht, so dass die Ausbildung der 
Phosphodiesterbrücken zwischen den beiden endständigen Basen durch die Ligase 
erleichtert wurde. DNA-Ligasen katalysierten die Verknüpfung der DNA-Fragmente 
und bei der hier verwendeten T4 DNA Ligase (Promega, Madison, USA), die aus dem 
Bakteriophagen T4 stammt, wurde ATP als Cofaktor benötigt. 
Um bei der Ligation den Vektor und das PCR-Produkt im richtigen Verhältnis 
zueinander einzusetzen, war es erforderlich, die genaue Konzentration dieser 
Bestandteile zu kennen. Die Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren wurde 
photometrisch durchgeführt, indem man die Absorption von UV-Licht bei einer 
Wellenlänge von 260 nm, dem Absorptionsmaximum von Nukleinsäuren, maß.  
Standardmäßig wurde eine 3:1-Ligation durchgeführt. Das bedeutet, dass dreimal mehr 
Insert in die Ligation eingesetzt wurde, als eigentlich anhand der folgenden Formel 
notwendig gewesen wäre, um dadurch eine möglichst hohe Rate an ligiertem Produkt zu 
erhalten. 
 
   
 
 ngeInsertmeng
bpeVektorgröß
bpeInsertgrößxngeVektormeng

 
Folgender Ligationsansatz wurde pipettiert über Nacht bei 4°C inkubiert: 
 
  -  Vektor (500 ng) (z. B. pCMV-Myc) 
  -  DNA (errechnete Menge des Inserts) 
  -  0,5 µl T4-Ligase  
  -  1 µl Puffer (enthält ATP) 
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3.2.1.8  Transformation  
Die Transformation von Bakterien bezeichnet das Einschleusen von Plasmid-DNA in 
die Bakterienzelle. Dabei wurden apathogene E.coli-Bakterien vom Stamm JM 109 
(Promega) verwendet, die als Glycerolstock bei -70°C gelagert waren. Nachdem diese 
auf Eis kurz angetaut wurden, wurde der Ligationsansatz vollständig zu einem 
Bakterienaliquot von 50 µl pipettiert und 10 min auf Eis inkubiert. Dabei lagerte sich 
das Plasmid von außen an die Bakterienzellwand an. Beim folgenden Hitzeschock bei 
42°C im Wasserbad für 45 s gelangte das Plasmid durch die nun durchlässige Zellwand 
ins Innere der Bakterien. Der Ansatz wurde nochmals 2 min auf Eis inkubiert, bevor 
500 µl SOC-Medium zugegeben wurden und die Suspension 60 min bei 150 rpm und 
37°C im Schüttler (GFL) horizontal inkubiert wurde. Die vorbereiteten Agarplatten 
wurden bei 37°C im Brutschrank (Heraeus, Hanau, D) erwärmt. Bei dem Agar handelte 
es sich um LB-Agar, welcher zusätzlich Ampicillin (Roche, Mannheim, D) enthielt 
(LBA-Agar). Es kam zur gewünschten Selektion, denn nur die Bakterien, die einen 
Vektor mit Ampicillin-Resistenz aufgenommen hatten, konnten auf diesen Platten 
wachsen. Bedingt durch das Bakterienwachstum wurde somit auch das ligierte 
Konstrukt vervielfältigt.  
Zum Ausplattieren wurden 100 µl des Transformationsansatzes auf eine vorgewärmte 
Agarplatte gegeben und mit einem sterilen, abgeflammten Drigalski-Spatel 
ausgestrichen. Der restliche Transformationsansatz wurde bei Raumtemperatur (RT) 
und 13000 rpm 1 min zentrifugiert. Bis auf etwa 100 µl wurde der Überstand 
verworfen, anschließend der Rest des Bakterienpellets resuspendiert und auf eine 
weitere Agarplatte gegeben. Dadurch entstand eine höhere Konzentration an Bakterien. 
Die Platten wurden lichtgeschützt und mit dem Plattenboden nach oben bei 37°C über 
Nacht im Brutschrank inkubiert.  
3.2.1.9  Übernachtkulturen  
Am nächsten Tag wurden mit einer sterilen Kristallspitze die gewachsenen Kolonien 
von den Agar-Platten entnommen (im Allgemeinen 24 Kolonien) und in 8 ml Flüssig-
LBA-Nährmedium überführt. Dabei war darauf zu achten, dass isoliert stehende, runde, 
nicht zu große Kolonien ausgewählt wurden, damit die Kultur möglichst rein war. Das 
Kulturröhrchen und der Deckel sollten vor dem Verschließen gut abgeflammt und der 
Deckel nur locker aufgesetzt werden, damit Sauerstoff an die Bakterien gelangen 
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konnte. Die Schüttelkulturen wurden bei 200 rpm über Nacht bei 37°C inkubiert. Das 
Medium und die Temperatur sorgten für optimale Wachstumsbedingungen, durch das 
Ampicillin wurden die Bakterien weiter selektiert und Kontaminationen konnten 
weitestgehend ausgeschlossen werden.  
3.2.1.10 Plasmidisolation mittels Boiling-Präparation 
Am darauf folgenden Tag wurde eine sogenannte Boiling-Präparation aus den 
Übernachtkulturen durchgeführt. Die Methode beruht darauf, dass überschüssige 
Proteine, Zellwandmaterial und die chromosomale DNA der Bakterien beim Erhitzen 
auf 99°C koagulieren und abzentrifugiert werden können, während die vervielfältigte, 
zu isolierende Plasmid-DNA im Überstand verbleibt. Diese Art der Plasmidisolation, ist 
kostengünstig, einfach und schnell durchzuführen und eignet sich zum Primärscreening 
auf positive Klone, aufgrund der geringen Reinheit der Produkte jedoch nicht zur 
Sequenzierung.   
Je 1,5 ml der Übernachtkulturen wurden in ein Eppendorfgefäß pipettiert und 15 min 
bei 4°C und 8000 rpm zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und das 
Bakterienpellet in 350 µl STET-Puffer resuspendiert. Nach Zugabe von 25 µl 
Lysozymlösung (Roche) wurde die Suspension 10 min bei RT inkubiert. Mittels 
Hitzeinaktivierung bei 99°C im Heizblock (Peqlab) für 40 s wurden die Bakterien 
komplett zerstört. Durch Zentrifugation bei RT und 12000 rpm für 10 min bildete sich 
ein weißes Zelltrümmer-Pellet, welches mit einem sterilen Zahnstocher aus den 
Eppendorfgefäßen entfernt werden konnte. Daraufhin wurde die Plasmid-DNA 
„gefällt“. 40 µl Natriumacetat und 420 µl Isopropanol wurden zum Ansatz hinzugefügt 
und bei 12000 rpm und RT für 10 min zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen 
und für den folgenden Waschschritt wurde das Pellet mit 500 µl 70%-igem Ethanol 
versetzt und für 10 min bei 4°C und 13000 rpm zentrifugiert. Nach erneutem Verwerfen 
des Überstandes wurde das Pellet anschließend im Wärmeschrank (Heraeus) für 30 min 
bei 50°C getrocknet. 
3.2.1.11 Test-Verdau 
Dieser Restriktionsverdau diente ebenfalls dem Screening auf positive Klone. Wie 
bereits erwähnt wurde, haben Restriktionsendonukleasen die Eigenschaft, eine 
bestimmte kurze DNA-Sequenz zu erkennen und an eben dieser Stelle den DNA-
Doppelstrang aufzuschneiden. Das ligierte Plasmid (Vektor mit cDNA) wurde vom 
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ausgewählten Enzym an einer charakteristischen Stelle geschnitten und linearisiert, so 
dass mehrere Fragmente charakteristischer Größe entstanden, die sich mittels 
Gelelektrophorese analysieren ließen. Anhand der charakteristischen Banden ließ sich 
erkennen, ob das Plasmid das gewünschte DNA-Fragment aufgenommen hatte oder ob 
die Ligation fehlgeschlagen war und die Bakterien letztlich lediglich einen 
rezirkularisierten Leervektor vervielfältigt hatten.  
 
  - 0,5 µl Enzym (z. B. XbaI (New England Biolabs)) 
  - 1,5 µl 10x-Puffer  
  - 0,5 µl BSA  
  - 12,5 µl H2O   
 
Der Restriktionsansatz mit einem Gesamtvolumen von 15 µl wurde direkt zu den 
getrockneten Pellets gegeben und dieser Verdau bei 37°C drei Stunden im Wasserbad 
(GFL) inkubiert. Anschließend wurde der Ansatz mit Agarose-Blaupuffer versetzt, auf 
einem 1%-igen Agarosegel aufgetrennt und mithilfe des Imaging-Systems (Bio-Rad) 
ausgewertet. 
3.2.1.12 Plasmidisolation mittels Minipräparation  
Sobald ein Ansatz nach Boiling-Präparation und Restriktionsverdau das gewünschte 
Verdaumuster zeigte, wurden aus den jeweiligen Übernachtkulturen mit dem QIAprep
®
 
Spin Miniprep Kit (Qiagen) die angereicherten Plasmide isoliert. Diese sogenannte 
Minipräparation ist eine reine, sehr genaue Art der Plasmidisolation, dessen Produkt 
anschließend in dieser Form eine Sequenzierung und Transfektion zulässt.  
Ausgangsmaterial für eine Minipräparation war das Bakterienzellpellet aus den 
restlichen 6,5 ml der oben beschriebenen Übernachtkultur, welches durch 
Zentrifugation für 15 min bei 4°C und 8000 rpm gewonnen wurde. Im weiteren Verlauf 
der Plasmidisolation wurde nach den Angaben des Herstellers verfahren.  
Um auch für zukünftige Experimente die korrekt klonierten Konstrukte verwenden zu 
können, ohne die Klonierung noch einmal komplett durchzuführen, konnten die 
Konstrukte in Glycerol-Stocks konserviert werden. Dazu wurden vor Beginn der 
Minipräparation 800 µl der Übernachtkultur entnommen, mit 150 µl Glycerol versetzt 
und bei -70°C gelagert. Bei Bedarf wurde mit einer sterilen Pipettenspitze wenig 
Material von einem noch gefrorenen Glycerolstock abgenommen, in 8 ml Flüssig-LBA-
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Medium überführt, analog zu den Übernachtkulturen inkubiert und dann am folgenden 
Tag mit der Minipräparation und den weiteren Schritten fortgefahren.  
3.2.1.13 Sequenzierung 
Zur Kontrolle der ligierten DNA-Anschnitte auf Vollständigkeit und Genauigkeit, 
wurde die Plasmid-DNA sequenziert. Die Sequenzierreaktion beruhte auf dem Prinzip 
des Kettenabbruchs (Sanger et al. 1977), weil nach dem Einbau der Didesoxynukleotide 
ein basenspezifischer Kettenabbbruch durch eine thermostabile DNA-Polymerase 
erfolgte. Die eingefügten Didesoxynukleotide waren jeweils mit einem für die 
entsprechende Base spezifischen Fluoreszenzfarbstoff markiert, der nach Anregung mit 
einem Laser entsprechend seinem Absorptionsspektrum fluoreszierte und eine 
Aufzeichnung der Signale ermöglichte. Die verwendeten Reagenzien stammten aus dem 
ABI Prism
® 
Big Dye™ Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (Applied 
Biosystems, Darmstadt, D), welches eine nicht-radioaktive Sequenzierung ermöglichte. 
Um Einzelstränge im Rahmen der Sequenzier-PCR zu erzeugen, wurde nur der Primer 
eingesetzt, der den Übergang vom Vektor zum Insert darstellt. Bei besonders großen 
Produkten wurden weitere interne Primer eingesetzt, um die gesamte Gensequenz 
darstellen zu können. Als Template diente jeweils das Produkt der Minipräparation.  
PCR-Ansatz: 
 
  -  1 µl Minipräparation-Produkt (annähernd 300 µg) 
  -  1 µl Primer (10 pmol) 
  -  14 µl H2O 
  -  4 µl Terminator Ready Reaction Mix  
 
Für 25 Zyklen wurde bei 96°C für 10 s denaturiert, dann fand bei 55°C für 5 s die 
Primeranlagerung statt und bei 60°C wurde für 4 min elongiert. Anschließend wurde bis 
zur Entnahme des Reaktionsgefäßes dieses auf 15°C gehalten. 
Um eine möglichst hohe Reinheit des Produkts zu erreichen, wurden die Sequenzier-
PCR-Produkte im Anschluss mit Ethanol und Natriumacetat „gefällt“. 
Dabei wurden die 20 µl des Sequenzier-PCR-Produktes zusammen mit 80 µl H2O, 10 µl 
Natriumacatet und 250 µl Ethanol absolut in ein Eppendorfgefäß pipettiert, welches bei 
4°C und 13000 rpm 30 min zentrifugiert wurde. Danach wurde der Überstand 
abpipettiert, 250 µl 70%iges-Ethanol hinzugefügt und nochmals 10 min bei RT und 
13000 rpm zentrifugiert. Am Schluss wurde der Überstand wiederum abgesaugt und die 
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DNA-Pellets im Trockenschrank (Heraeus) bei 50°C 30 min getrocknet. Versetzt mit 
4 µl Sequenzierprobenpuffer konnten die Proben dann mit dem ABI Prism 377
®
 
(Applied Biosystems) sequenziert werden.  
Vor dem Auftragen der Sequenzierproben auf das Sequenziergel wurden sie für 5 min 
bei 95°C denaturiert und anschließend bis zum Beladen des Gels auf Eis gestellt, um die 
Renaturierung der DNA zu unterbinden. Es wurden je 1,2 µl der Proben auf das 
Sequenziergel aufgetragen, in welchem die Fragmente bis auf ein Basenpaar genau 
aufgetrennt werden konnten. Mithilfe eines Lasers wurden die an die 
Didesoxynukleotide gebundenen Fluoreszenzfarbstoffe am Ende eines jeden DNA-
Fragments detektiert. Die DNA-Sequenz wurde schließlich mittels computergestützter 
Analyse erstellt. Nur diejenigen Plasmide, die ein fehlerfreies Insert beinhalteten, 
wurden in der Folge zur Transfektion von Zellkulturen verwendet. 
3.2.2 Zellkultur  
3.2.2.1  Transfektion von Zellen  
Bei der Transfektion wird fremde DNA in Zellen eingeschleust. Das Prinzip der 
Lipofektion beruht darauf, dass durch Zugabe von Lipofectamine 2000 (Invitrogen) zur 
Suspension aus Plasmid und Kultivierungsmedium OptiMEM
®
 (Invitrogen) die 
Ausbildung eines Lipid-DNA-Komplexes veranlasst wird. Dieser entsteht durch die 
Anlagerung der kationischen Lipide an die anionischen Phosphatgruppen der DNA. Bei 
Zugabe dieses Komplexes zu den zu transfizierenden Zellen, kommt es zur 
Verschmelzung der lipophilen Bereiche mit den Membranen der Zellen, die hydrophob 
und anionisch sind, und zur Aufnahme der Plasmid-DNA.  
Die bei der Transfektion verwendete Säugerzelllinie COS7 (Affennierenepithelzellen) 
wurde freundlicherweise vom Institut für Biochemie des Universitätsklinikums Aachen 
zur Verfügung gestellt. Je 500 µl der COS7-Zellen wurden in 10 ml Kulturmedium, 
welches D-MEM, 10% fötales Kälberserum (Invitrogen) und ein Antibiotikum (z. B. 
Ampicillin) enthielt, bei 37°C und einem CO2-Gehalt von 4% in Kulturflaschen 
kultiviert.  
Hatte die Zellkultur nach zwei Tagen eine Konfluenz von etwa 90% erreicht, wurde 
diese gesplittet. Dazu wurde das Medium über dem entstandenen Zellrasen 
abgenommen und dieser zweimal mit 2 ml PBS-Puffer (Roche) gewaschen. 
Anschließend wurden 2 ml Trypsin-EDTA (Invitrogen) auf die Zellen pipettiert, um 
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diese nach adhäsivem Wachstum vom Flaschenboden zu lösen. Die Inkubation der 
Trypsin-Zellsuspension erfolgte für 10 min bei 37°C. Um die Trypsinierung zu stoppen, 
wurden 5 ml Medium auf die Zellen gegeben und diese durch Pipettieren vereinzelt. 
Aus der Suspension wurde 1 ml zu 9 ml Medium plus Antibiotikum zur weiteren 
Anzüchtung in eine neue Kulturflasche gegeben. Für die Transfektion wurde in 10-
Well-Platten 1 ml der Suspension zu 9 ml antibiotikumfreiem Medium zugefügt und 
kultiviert. 
Zum Wechsel des Mediums wurde das verbrauchte zunächst abgesaugt. Anschließend 
wurden die Zellen mit 4 ml PBS-Puffer gewaschen und 10 ml neues Medium 
dazugegeben. Für eine effiziente Transfektion sollte die Konfluenz der Zellen etwa 70% 
betragen. Der erste Transfektionsansatz bestand aus 60 µl Lipofectamine und 1,5 ml 
OptiMEM
®
 und wurde 5-30 min bei RT inkubiert. Der zweite Ansatz beinhaltete 1,5 ml 
OptiMEM
®
 und je 12 µg der beiden Plasmide, da es sich hier um eine Co-Transfektion 
handelte. Nach ausreichender Inkubationszeit wurden beide Ansätze zusammengefügt 
und nochmals mindestens 20 min bei RT inkubiert. Im Anschluss daran wurde der 
komplette Ansatz in eine Zellschale überführt und über Nacht im Brutschrank bei 37°C 
und einem CO2-Gehalt von 4% bebrütet. 
3.2.2.2 Einfrieren von Zellen 
Zunächst wurde das Medium der Zellschale abgesaugt, dann wurden die Zellen mit 
10 ml PBS-Puffer gewaschen und unter Einwirkung von 4 ml Trypsin-EDTA bei 37°C 
im Brutschrank abgelöst. Nach 5 min und anschließender Zugabe von 4 ml frischem 
Medium ohne Antibiotikum wurden die Zellen in ein Falcon-Röhrchen überführt. 
Anschließend wurde das Röhrchen bei 4°C und 100 rpm für 10 min zentrifugiert und 
der Überstand verworfen. Das Zellpellet wurde in 1 ml Einfriermedium resuspendiert 
und in ein Kryoröhrchen überführt. Dieses wurde für 24 h bei -80°C ein einer Box mit 
Isopropanol eingefroren, bevor die Zellen dauerhaft in flüssigem Stickstoff konserviert 
wurden. 
3.2.2.3 Auftauen von Zellen  
Zum Auftauen von in flüssigem Stickstoff gelagerten Zellen wurde das Kryoröhrchen 
mit den darin befindlichen Zellen in einem Wasserbad bei 37°C rasch erwärmt und als 
Suspension in ein vorbereitetes Falcon-Röhrchen mit 10 ml Medium und Antibiotikum 
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überführt. Anschließend wurde das Falcon-Röhrchen bei 4°C und 500 rpm für 10 min 
zentrifugiert und der Überstand verworfen. Das Zellpellet wurde in 10 ml Medium 
resuspendiert und auf einer Zellschale ausplattiert.   
3.2.3 Co-Immunopräzipitation und Western Blot 
3.2.3.1 Proteinextraktion  
Am folgenden Tag wurden die Zellen lysiert, um das Protein zu „ernten“ und zu 
isolieren. Nachdem das Medium abgesaugt wurde, wurden die Zellen zweifach mit 2 ml 
PBS-Puffer gewaschen. Anschließend wurden die Zellen mit einer Suspension aus 
400 ml Lipid Raft Puffer und 4 µl Proteinase-Inhibitor (Sigma, Saint Louis, USA) 
bedeckt und etwa 5 min auf Eis inkubiert. Mit einem Gummi-Schaber wurden die 
Zellen aus der Schale gelöst und in ein Eppendorfgefäß überführt. Bei 4°C wurde diese 
Zellsuspension über Nacht im Überkopf-Schüttler inkubiert. Daraufhin wurde das Lysat 
bei 13000 rpm und 4°C für 10 min zentrifugiert. Der flüssige Überstand wurde in ein 
frisches Eppendorfgefäß überführt; das aus Zelltrümmern und überschüssigen 
Reagenzien bestehende Pellet wurde verworfen. 
3.2.3.2 Bradford-Assay 
Die Bestimmung der Proteinkonzentration in den Zelllysaten wurde nach der von 
Bradford beschriebenen Methode durchgeführt (Bradford 1976). Hierzu wurden in 
Küvetten zur photometrischen Messung jeweils 3 µl des Zellextrakts mit 800 µl PBS-
Puffer und 200 µl Bradford-Lösung (Bio-Rad) und im Fall des Leerwerts einzig PBS-
Puffer und Bradford-Lösung eingesetzt. Die Proteinkonzentration wurde am Photometer 
(Eppendorf, Köln, D) bei einer Wellenlänge von 595 nm relativ zum Leerwert gemessen 
und sollte zwischen 10-20 µg/µl liegen.  
3.2.3.3 Co-Immunopräzipitation  
Auf Eis wurden je 50 µl Sepharose (Amersham Biosciences, Piscataway, USA) in drei 
Eppendorfgefäße gegeben. Dieser Ansatz wurde 1 min bei 13000 rpm und RT 
zentrifugiert. Die Sepharose setzte sich ab, der Überstand wurde abgesaugt und die 
Sepharose wurde mit je 1 ml Lipid-Raft-Puffer gewaschen. Dieser Waschschritt 
inklusive Zentrifugieren und Absaugen wurde noch zweimal wiederholt und auf die 
dann trockene Sepharose wurde je 1 mg Proteinlysat gegeben. Anschließend wurden in 
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zwei der drei Eppendorfgefäße Antikörper (AK) hinzugefügt, die gegen die spezifischen 
Markierungen (sog. Tags) der Plasmide, die co-transfiziert wurden, gerichtet waren.  
Die Proben wurden dann über Nacht bei 4°C über Kopf geschüttelt. 
 
1. Ansatz: Sepharose + Proteinlysat 
2. Ansatz: Sepharose + Proteinlysat + 1. Antikörper ( z. B. Anti-Flag) 
3. Ansatz: Sepharose + Proteinlysat + 2. Antikörper ( z. B. Anti-Myc) 
3.2.3.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
Die Auftrennung von Proteinen durch SDS-Gelelektrophorese erfolgte nach Laemmli 
(1970) unter denaturierten Bedingungen. Grundlage hierfür sind Acrylamidgele, die aus 
einem oberen Sammelgel und einem unteren Trenngel bestanden, und sich wie folgt 
zusammensetzten: 
 
Sammelgel:   1,056 ml 30% Acrylamid/Bisacrylamid (29:1) 
2 ml Sammelgelpuffer 
4,94 ml H2O 
8 µl TEMED 
21,6 ml APS  
 
Trenngel (8%):  6,5 ml 30% Acrylamid/Bisacrylamid (29:1) 
3 ml Trenngelpuffer 
14,5 ml H2O 
12 µl TEMED 
60 µl APS  
 
Die Polymerisation wurde durch Zugabe von Ammoniumpersulfat (APS) und 
N,N,N´,N´-Tetramethylethylendiamin (TEMED, Merck) ausgelöst. Durch Bildung 
freier Radikale aus Persulfat, die die Polymerisation initiieren, diente TEMED (Merck) 
als Katalysator der Reaktion.  
Das Trenngel wurde in den Zwischenraum zweier gut gespülter Glasscheiben, die mit 
einem Silikon-Gummi abgedichtet und mit Klammern aneinander befestigt waren, 
gegossen. Es wurde anschließend mit Isopropanol überschichtet, um mögliche 
Luftblasen zu entfernen und Austrocknung zu vermeiden. Nach erfolgter Polymerisation 
wurde das Isopropanol abgegossen und verbliebene Reste mittels Papiertüchern 
(Kimberly-Clark, Koblenz, D) gut getrocknet. Unmittelbar nach der Überschichtung des 
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Trenngels durch das Sammelgel wurde ein geeigneter Kamm eingesetzt, um die 
entsprechenden Aussparungen für die Geltaschen zu schaffen.   
Die co-immunopräzipitierten Proben wurden aus dem Schüttler genommen, bei 
13000 rpm 1 min bei RT zentrifugiert und dann mit Lipid-Raft-Puffer gewaschen. Das 
diente dazu, sämtliche überschüssigen Proteine und Antikörper, die nicht präzipitiert 
hatten, zu entfernen. Dabei wurde je 1 ml Lipid-Raft-Puffer auf die Proben gegeben, um 
die Sepharose darin zu resuspendieren, 1 min bei 13000 rpm und RT zentrifugiert, der 
Überstand abgesaugt und dieser Waschschritt sechsmal wiederholt. Vor dem Beladen 
der Gele wurden die Proben mit 40 µl eines Laemmli-Puffer/β-Mercaptoethanol-
Gemisches (480 µl Laemmli-Puffer + 20 µl β-Mercaptoethanol) versetzt und für 5 min 
im Heizblock (Peqlab) bei 95°C denaturiert, damit sich die Präzipitate von der 
Sepharose lösten. Nach nochmaligem Zentrifugieren bei 13000 rpm und RT für 1 min, 
wurde der Überstand auf das Gel, welches in einer mit Laufpuffer gefüllten Kammer 
stand, aufgetragen. Zusätzlich zu den Proben wurde ein Proteinstandard (Bio-Rad, 
Hercules, USA) zur Größenabschätzung aufgetragen, und die ungenutzten Geltaschen 
wurden mit 40 µl reinem Laemmli-Puffer befüllt, damit das Gel gleichmäßig beladen 
war. Es sollte darauf geachtet werden, dass keine Luftblasen zwischen Gel und Puffer 
entstanden, um einen gleichmäßigen Kontakt und Gellauf zu erreichen. Durch das 
Anlegen einer Stromstärke liefen die Proben bei 20 mA ins Sammelgel ein und wurden 
bei 10 mA im Trenngel aufgetrennt. Je nach Größe des Proteins dauerte dieser Vorgang 
etwa 90-120 Minuten. Der Transfer auf eine Nylonmembran und die Analyse der 
Proteine erfolgte im anschließenden Western Blot. 
3.2.3.5 Western Blot 
Der Western Blot bezeichnet den Transfer von mittels SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (PAGE) getrennten Proteinen auf eine Membran und den dortigen 
Nachweis durch markierte Antikörper. Durch ein transversal zur Oberfläche des Gels 
angelegtes elektrisches Feld auf der anodischen Seite treten die Proteine aus dem Gel 
aus und werden auf eine PVDF-Membran (Polyvinylidenfluorid) transferiert. Das 
ursprünglich im Gel entstandene Trennmuster der Proteinmoleküle bleibt nach der 
Übertragung erhalten, so dass eine exakte Kopie des Gels entsteht. Die auf der 
Oberfläche der PVDF-Membran immobilisierten Proteine sind nun immunologischen 
Reaktionen zugänglich. Dazu wird die Membran in einer Lösung, die gegen das 
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nachzuweisende Protein gerichtete Antikörper enthält, inkubiert. Nach Abwaschen des 
nicht gebundenen Antikörperüberschusses wird ein Zweitantikörper, der gegen die 
konstanten Domänen der schweren Kette (Fc-Bereiche) des Erstantikörpers gerichtet ist, 
hinzugegeben. Dieser Zweitantikörper ist mit einer Markierung gekoppelt, z. B. mit 
einer Horseradish-Peroxidase. Diese katalysiert die Umsetzung von Luminol in seine 
oxidierte Form, bei der eine Lumineszenz detektiert werden kann. Damit erlaubt diese 
Enzymreaktion den hochspezifischen Nachweis des erwünschten Proteins. Diese 
zweistufige Dektion hat den Vorteil, dass mehrere Sekundärantikörper an einen 
Primärantikörper binden können und es zur Signalverstärkung kommt. Außerdem ist der 
Sekundärantikörper meist von breiter Spezifität und erkennt alle Primärantikörper einer 
Spezies (z. B. Anti-rabbit).     
Die PVDF-Membran (Pall, Pensacola, USA) wurde unter Vermeidung von 
Verunreinigungen auf eine Größe von 8x11 cm entsprechend dem Acrylamidgel 
zurechtgeschnitten. Anschließend wurde sie 5 s mit Methanol befeuchtet, um sie zu 
aktivieren, und 15 min in Anodenpuffer II inkubiert. Der elektrophoretische Transfer 
der Proteine wurde in einer Blot-Apparatur (Bio-Rad) vorgenommen. Das Whatman-
Paper (Schleicher/Schüll, Dassel, D) diente als Filter und wurde ebenfalls im Format 
8x11 cm zurechtgeschnitten. Die insgesamt 12 Blätter wurden teils mit Anodenpuffer I, 
teils mit Anodenpuffer II oder Kathodenpuffer angefeuchtet. Sobald alle Filter gut 
durchtränkt waren, wurden zunächst fünf Lagen mit Anodenpuffer I auf die Blot-
Apparatur gelegt, darauf luftblasenfrei zwei Lagen mit Anodenpuffer II und die PVDF-
Membran. Dann folgte das Gel, welches auf die Größe 8x11 cm zurechtgeschnitten 
worden war und mithilfe eines Skalpells und einer Pinzette vorsichtig von den 
Gelplatten gelöst werden konnte, und abschließend fünf Lagen mit Kathodenpuffer. Der 
Proteintransfer auf die Membran erfolgte durch eine transversal zum Gel verlaufende 
Elektrophorese für 90 min bei 0,8 mA/ cm
2
 (das entspricht 70,4 mA bei einer Größe von 
8x11 cm). 
Nach dem Blotten wurden die Whatman-Paper vorsichtig abgelöst, das Gel von der 
PVDF-Membran entfernt und diese in eine Plastikschale gelegt. Mit TBS-N wurden 
überschüssige Puffer abgewaschen, außerdem sollte darauf geachtet werden, dass die 
Membran ständig feucht blieb. Zur Vermeidung von unspezifischer Bindung der 
Antikörper an die Membran wurde diese anschließend in 10 ml einer 10%-BSA-
Blocklösung (Serva, Heidelberg, D) überführt, um alle unbesetzten Bindungsstellen zu 
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maskieren, und 60 min bei RT auf einem Schüttler inkubiert. Dadurch wurde die 
Membran abgesättigt. Vor Zugabe der Erstantikörperlösung wurde die Membran mit 
TBS-N gewaschen. Die Inkubation mit 5-10 ml des Erstantikörpers (meist 
monoklonaler Antikörper einer bestimmten Spezies, z. B. rabbit oder mouse) erfolgte 
ebenfalls für 60 min bei RT.  
Anschließend wurde erneut mit TBS-N gewaschen. In einem Horseradish-Peroxidase 
(HRP)-konjugierten Zweitantikörper (meist polyklonaler Antikörper einer weiteren 
Spezies, der gegen die Antikörper der ersten Antikörper-Spezies gerichtet ist), der in  
TBS-N verdünnt wurde, erfolgte die Inkubation der Membran für 30 min bei RT. 
Danach wurde erneut zweimal kurz, zweimal 5 min und einmal 15 min mit TBS-N 
gewaschen. Anschließend wurde die Membran 1 min mit ECL-Reagenzien (Amersham 
Biosciences) in einer 1:1 Mischung entwickelt. Die ECL-Reagenzien erzeugten mit der 
Horseradish-Peroxidase eine Chemolumineszenz, die sich mit geeigneten Filmen 
nachweisen ließ. Die Membran wurde auf Klarsichtfolie gelegt und von allen Seiten 
luftblasenfrei darin eingeschlagen. Die Expositionszeit auf einen ECL Hyperfilm 
(Amersham Biosciences) erfolgte je nach erwarteter Signalstärke zwischen 10 s und 
10 min. Die Schwärzung des Films war in gewissen Grenzen der Menge an 
gebundenem Antikörper und damit der Menge an nachzuweisendem Protein 
proportional. Der Film wurde in einer Fotokassette aufbewahrt und dann entwickelt. 
Um die Membran ein weiteres Mal oder mit einem anderen Antikörper anfärben zu 
können, war es notwendig, die an die PVDF-Membran gebundenen Antikörper zu 
lösen. Dazu wurde die Membran aus der Klarsichtfolie genommen, kurz mit Methanol 
befeuchtet und mit TBS-N gewaschen. Daraufhin wurde sie 30 min bei 70°C in einem 
Gemisch aus 30 ml Stripping Buffer und 300 µl β-Mercaptoethanol inkubiert. Im 
Anschluss wurde die Membran zweimal mit TBS-N gewaschen, in 10 ml einer 10%-
BSA-Blocklösung überführt und 60 min bei RT auf einem Schüttler inkubiert. Das 
weitere Vorgehen entsprach der ersten Antikörper-Anfärbung. 
 
 
  
4 Ergebnisse 
Für die Co-Immunopräzipitation wurde der im Yeast-two-Hybrid-Screen identifizierte 
Abschnitt des Kandidatenproteins Harmonin in einen mit einer Markierung (engl. Tag) 
versehenen eukaryotischen Expressionsvektor (pCMV-Myc) kloniert. Parallel erfolgte 
die Klonierung der vollständigen, mit einem Flag-Tag versehenen intrazellulären 
Polyductin-Domäne in den eukaryotischen Expressionsvektor pRc/CMV. Beide 
Plasmide wurden im Anschluss in COS7-Zellen co-transfiziert und überexprimiert. 
Schließlich wurde mit den translatierten Proteinen die Co-Immunopräzipitation 
durchgeführt.  
4.1 Klonierung von USH1C in den Vektor pCMV-Myc 
Der im Yeast-two-Hybrid-Screen identifizierte Abschnitt des Harmonin-Proteins stellt  
einen Teil der Isoform a dar. Dieser Anteil der Harmonin-Isoform a (genauer Isoform 
a1), welcher auf die Exons 5-21 beschränkt ist, gut 500 AS umfasst und ein Gewicht 
von 60,8 kDa hat (anstelle der 652 AS und 73 kDa des vollständigen Harmonin-
Proteins), enthält die komplette PDZ2- und PDZ3-Domäne sowie einen Teil der PDZ1-
Domäne, die nur teilweise von Exon 5 kodiert wird.    
Voraussetzung für die exogene Produktion des USH1C-Proteins Harmonin in COS7-
Zellen war die Amplifikation des entsprechenden, vollständigen Genabschnitts aus 
nativer Nieren-cDNA mittels AccuPrime
TM
 Taq bei einer Annealing-Temperatur von 
58°C. Aufgrund der ausgewählten Primer (USHcDNA F und USHcDNA R) war das aus 
renaler cDNA amplifizierte USH1C-Genfragment - inklusive der überstehenden 
Primerlängen - 1619 bp groß. Da die Primer zusätzlich auch an unspezifischen Stellen 
gebunden hatten und dementsprechend unspezifische, kleinere Fragmente amplifiziert 
hatten, wurde das korrekte Fragment mittels Gelextraktion isoliert.  
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Abbildung 12  USH1c-Genfragmente  
links: Darstellung des USH1c-Genabschnitts unmittelbar nach PCR-Amplifikation und 
Agarose-Gelelektrophorese am Imaging-Gerät. Sichtbar auch einige unspezifische, 
kleinere Fragmente.          
rechts: Aufgereinigtes USH1c-Fragment nach Gelextraktion. Sichtbar nur eine einzige 
distinkte Bande bei der erwarteten Größe von 1619 bp.  
 
Der pCMV-Myc Vektor (Größe: 3780 bp) ist ein eukaryotischer Expressionsvektor, der 
ein Myc-Tag der Proteinsequenz – E Q K L I S E E D L – am N-Terminus der Proteine 
anhängt. Dieses Tag ist sehr immunoreaktiv und eignet sich bestens für die Darstellung 
im Western Blot.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 13   Vektorkarte pCMV-Myc  
Der Vektor ist durch die Expression von Proteinen mit einem N-terminalen Myc-Tag 
gekennzeichnet. Die starke Expression in Säugerzelllinien wird durch den CMV-
Promotor (P CMV IE) gesteuert. Außerdem besitzt der Vektor die MCS sowie ein Ampicillin-
Resistenz-Gen (aus Biosciences Clontech, www.clontech.com/images/pt/PT3282-5.pdf).  
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Die Gensequenz des Harmonin-Proteins wurde an der MCS, die eine Bindesequenz für 
sowohl EcoRI als auch KpnI aufweist und damit für die sticky-end-Klonierungsstrategie 
geeignet ist, einkloniert. Vor der MCS befindet sich der virale (CMV-) Promotor, der 
die Expression in den Zellen steuert. Außerdem besitzt der Vektor Resistenzmarker für 
Ampicillin, um eine Selektion in E.coli-Bakterien zu ermöglichen.  
Abzüglich der beim Restriktionsverdau abgeschnittenen Basenpaare entstand bei der 
Ligation, dem Einfügen der isolierten USH1C-Gensequenz in den Vektor, ein insgesamt 
5368 bp großes Plasmid, welches in kompetente E.coli-Bakterien transformiert wurde.  
Anschließend wurden 24 Klone ausgewählt, bei denen nach der Boiling-Präparation 
mithilfe von Restriktionsendonukleasen (hier XbaI) in einem Testverdau zum einen eine 
erfolgreiche Ligation und zum anderen die erwartete Fragmentgröße kontrolliert werden 
konnte.  
Anhand eines Computerprogrammes (http://tools.neb.com/NEBcutter2/index.php) ließ 
sich genau errechnen, welches Enzym das Plasmid am geeignetsten teilte und wie groß 
die entstehenden Fragmente waren. In diesem Fall schnitt das Enzym XbaI den Vektor 
an charakteristischen Stellen, so dass bei erfolgreicher Ligation Fragmente der Größen 
3282 bp und 2086 bp entstanden. Sollte bei der Ligation der Vektor selbst religiert 
worden sein, dann entstanden Fragmente der Größen 3282 bp und 509 bp.   
 
 
Abbildung 14  Ligation und Restriktionsverdau (schematisch) 
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Die Plasmide, die das richtige Bandenmuster zeigten, wurden zur endgültigen 
Überprüfung der Vollständigkeit und zum Mutationsausschluss mittels Minipräparation 
isoliert und anschließend sequenziert. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 15 Geldokumentation des Testverdaus  
Auswertung des Testverdaus von USH1c in pCMV-Myc am Imaging-Gerät. Sichtbar sind 
Fragmente der errechneten Größen 3282 bp und 2086 bp bei erfolgreicher Ligation, 
ebenso wie die errechneten Fragmentgrößen des rezirkularisierten Leervektors, 3282 bp 
und 509 bp. 
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4.2 Klonierung von PKHD1 in den Vektor pRc/CMV 
Eine Klonierung des vollständigen Polyductin-Proteins (cDNA > 12,2 kb) wurde aus 
technischen Gründen nicht angestrebt. Auch aufgrund der wahrscheinlich 
wegweisenderen Ergebnisse im Bereich intrazellulärer Funktionen wurden bereits in 
den vorangegangenen Experimenten des Yeast-two-Hybrid-Screens die Untersuchungen 
auf mögliche Interaktionen auf die Intrazellulär-Domäne (IZ) des Polyductin-Proteins 
eingeschränkt, so dass nur die IZ-PKHD1-Gensequenz in den Vektor einkloniert wurde. 
Bei dem verwendeten Vektor handelt es sich um den pRc/CMV-Vektor, der neben 
einem CMV-Promotor auch Resistenzmarker für Ampicillin und Neomycin enthält.  
 
 
Abbildung 16  Vektorkarte pRc/CMV  
Aufbau des Vektors mit Darstellung der MCS, Antibiotika-Resistenzen und Promotor (aus 
Invitrogen, https://tools.invitrogen.com/content/sfs/vectors/prccmv_map.pdf). 
 
Da der Vektor selbst kein Tag bereitstellt, wurde durch entsprechende Primerwahl 
schon bei der PCR-Amplifikation ein Flag-Tag ( – D Y K D D D D K – ) am C-
Terminus der IZ-Sequenz angehängt. Die Gensequenz wurde mit den 
Restriktionsenzymen HindIII und NotI geschnitten und dann mit dem Vektor ligiert. Die 
klonierte IZ-Domäne des Polyductin-Proteins (im Folgenden nur als IZ-Domäne 
bezeichnet) enthielt inklusive des Tags 212 AS und hatte ein molekulares Gewicht von 
24,8 kDa. Bei dieser Klonierung wurde auf die schon bestehenden Konstrukte in der 
Arbeitsgruppe (siehe Dissertation J. Hanten und D. Kamitz) zurückgegriffen. 
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4.3 Co-Immunopräzipitation und Interaktionsnachweis 
Nach erfolgter Co-Transfektion der beiden Plasmide in COS7-Zellen kam es zur 
Translation des Harmonin-Proteins und der IZ-Domäne des Polyductin-Proteins.  
Für die lysierten Proteine wurden insgesamt drei Proben vorbereitet:  
- In einer Probe wurde die Sepharose einzig mit den beiden Proteinen inkubiert, 
um sicherzustellen, dass diese nicht unspezifisch an die Sepharose banden. 
- In der zweiten Probe wurde die Sepharose mit den beiden Proteinen und 
zusätzlich mit Anti-Flag-Antikörpern (Anti-Flag
®
 M2 Monoclonal Antibody 
(mouse), Sigma) inkubiert. Diese banden an die Sepharose und boten selbst eine 
Bindungsfläche für die IZ-Domäne mit dem Flag-Tag. Im Falle einer Interaktion 
mit dem Harmonin-Protein band dieses wiederum an die IZ-Domäne (Abb. 17).  
- In einer dritten Probe wurde die Sepharose mit beiden Proteinen und diesmal 
zusätzlich mit Anti-Myc-Antikörpern (Anti-c-Myc-Peroxidase, Mouse 
monoclonal antibody, Roche) inkubiert. Analog zum zweiten Beispiel, band das 
Harmonin-Protein über das Myc-Tag an die Antikörper und stellte zusätzlich 
eine Bindungsfläche für die IZ-Domäne dar (Abb. 18).   
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 17   2. Probe            Abbildung 18   3. Probe 
 
Die Inkubation dieser Proben über Nacht ermöglichte zum einen die Bindung der 
Proteine an die Antikörper auf der Sepharose und zum anderen die Interaktion der 
beiden Proteine. Bei den folgenden, mehrfachen Waschschritten wurden sämtliche 
ungebundenen Antikörper und Proteine entfernt. Beim Denaturieren wurde daraufhin 
der gesamte Proteinkomplex sowohl von der Sepharose gelöst als auch selbst 
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dissoziiert. Zum Zeitpunkt des Western Blots lagen demnach beide Proteine unabhängig 
voneinander in dissoziierter Form vor (Abb. 19).  
Bei einer Interaktion im Inkubationsschritt sollten sich beide Proteine in beiden Proben 
(2. und 3. Probe) nachweisen lassen. Das bedeutete, das sowohl noch die IZ-Domäne 
mit ihrem Flag-Tag in der mit Anti-Myc-Antikörpern inkubierten Probe vorhanden war, 
als auch das Harmonin-Protein mit seinem Myc-Tag in der mit Anti-Flag-Antikörpern 
inkubierten Probe. In der Negativkontrolle (1. Probe), die ohne Antikörper inkubiert 
wurde, sollte keinerlei Protein nach den Waschschritten mehr vorhanden sein. 
Zusätzlich wurde auf das SDS-Gel noch eine weitere Probe aufgetragen, die 
ausschließlich aus Proteinlysat bestand. Diese Positivkontrolle diente dem Nachweis 
darüber, dass die Proteine von den Zellen translatiert wurden und in den 
Versuchsproben enthalten waren.   
Auf dem SDS-Gel, auf der PVDF-Membran und schließlich auf dem detektierten 
Western Blot-Film waren so insgesamt vier Spuren zu erkennen: die Positivkontrolle, 
die Negativkontrolle und die beiden Interaktionsproben. Die Proteine Harmonin und die 
IZ-Domäne des Polyductin-Proteins wurden anhand ihres Molekulargewichts 
aufgetrennt und konnten durch Antikörperreaktionen sichtbar gemacht werden (Abb. 
19). 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 19    Dissozierte Proteine und Anfärbung im Western Blot 
 
Zuerst wurde die Membran mit einem Anti-Myc-AK der rabbit-Spezies (c-Myc (A-14)-
Antibody (rabbit polyclonal IgG), Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA) 
angefärbt. Dieser band an das Myc-Tag des Harmonin-Proteins. Durch Inkubation mit 
einem Zweitantikörper (Polyclonal goat Anti-rabbit Immunglobulin, DakoCytomation, 
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Glostrup, Dänemark) und der darauffolgenden ECL-Zugabe ließ sich das Protein 
darstellen. Das Harmonin-Protein sollte in der Positivkontrolle und in der mit Anti-
Myc-Antikörpern inkubierten Spur (3. Probe) sicher nachzuweisen sein. Falls es zu 
einer Interaktion mit der IZ-Domäne gekommen war und das Harmonin-Protein nicht 
ausgewaschen werden konnte, stellte sich ebenfalls in der mit Anti-Flag-Antikörpern 
inkubierten Spur (2. Probe) eine distinkte Bande dar.  
Durch das sog. Strippen der PVDF-Membran wurden die Detektionsantikörper entfernt, 
so dass sie zum Gegenbeweis mit einem Anti-Flag-Antikörper der mouse-Spezies 
(Anti-Flag
®
 M2 Monoclonal Antibody (mouse), Sigma) angefärbt werden konnte. Nach 
Zugabe eines Zweitantikörpers Anti-mouse (Anti-mouse IgG (Fc-specific), Sigma-
Aldrich, München, D) und der ECL-Reagenzien, kam es wiederum zur Darstellung der 
Proteine auf dem Blot-Film. Die IZ-Domäne des Polyductin-Proteins sollte unbedingt in 
der Positivkontrolle und in der mit Anti-Flag-AK inkubierten Spur (2. Probe) sichtbar 
sein. Im Falle einer Interaktion war diese Bande auch in der mit Anti-Myc-AK 
inkubierten Spur (3. Probe) nachzuweisen, weil die IZ-Domäne mit dem Harmonin-
Protein interagiert hatte und in den Waschschritten nicht entfernt werden konnte.  
 
Tabelle 1  Übersicht der Erwartungswerte im Western Blot (Gewichtsangaben gerundet) 
  
Positiv-
Kontrolle 
Negativ-
Kontrolle 
Sepharose mit 
Anti-Flag-AK (2. Probe) 
Sepharose mit 
Anti-Myc-AK (3. Probe) 
Detektion 
mit Anti-
Myc-AK 
Bande bei 
 61 kDa 
(Harmonin) 
keine Bande 
Interaktion: Bande bei 
61 kDa (Harmonin) 
keine Interaktion: 
keine Bande 
Interaktion: Bande bei 
61 kDa (Harmonin)        
keine Interaktion: Bande 
bei 61 kDa (Harmonin) 
Detektion 
mit Anti-
Flag-AK 
Bande bei 
25 kDa         
(IZ-Domäne) 
keine Bande 
Interaktion: Bande bei 
25 kDa (IZ-Domäne)            
keine Interaktion: Bande 
bei 25 kDa (IZ-Domäne) 
Interaktion: Bande bei 
25 kDa (IZ-Domäne)            
keine Interaktion: 
keine Bande 
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Die folgenden Abbildungen zeigen die Western Blot-Ergebnisse der Co-IP des im 
Yeast-two-Hybrid-Screen identifizierten Abschnitts des Harmonin-Proteins mit der IZ-
Domäne des Polyductin-Proteins.  
 
 
Abbildung 20  Western Blot mit Anfärbung gegen das Myc-Tag, Darstellung des Harmonin-Proteins 
 
 
 
Abbildung 21   Western Blot mit Anfärbung gegen das Flag-Tag, Darstellung der IZ-Domäne des 
Polyductin-Proteins 
 
Obligat für jede Interpretation war die ausreichende Expression sowohl des Harmonin-
Proteins als auch der IZ-Domäne des Polyductin-Proteins im Lysat. Deshalb enthielt 
jeder Western Blot eine Positivkontrolle (Lysat), die bei Antikörper-Anfärbung gegen 
das entsprechende Tag eine distinkte Bande zeigte.  
In dieser Versuchsreihe wurde die Blot-Membran sowohl mit einem Antikörper gegen 
das Myc-Tag als auch mit einem Antikörper gegen das Flag-Tag angefärbt, um die 
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Interaktion auch im Umkehrschluss nachweisen zu können. Eine Interaktion in der 
Myc-Anfärbung musste sich auch in der Flag-Anfärbung nachweisen lassen, da die 
Proteine auf der Blot-Membran unverändert waren und bei einer Interaktion sowohl das 
Harmonin-Protein als auch das Polyductin-Protein in beiden Versuchsspuren enthalten 
war.  
Die unspezifischen Bindungen, wie sie besonders in der Anti-Flag-Anfärbung zu sehen 
waren, werden im Rahmen der Diskussion näher erörtert. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
5 Diskussion  
5.1 Auswertung der Western Blots 
Bei Betrachtung des Western Blots mit Anti-Myc-Anfärbung war eine Interaktion 
zwischen der IZ-Domäne und dem Harmonin-Protein sehr wahrscheinlich. Es zeigten 
sich distinkte Protein-Banden der erwarteten Größe (61 kDa), und die nicht vorhandene 
Bande in der Spur der Negativkontrolle bestätigte die spezifische Bindung der Proteine 
an die Antikörper auf der Sepharose und damit die mögliche Interaktion.  
Diese Interaktion ließ sich in der Blot-Anfärbung mit dem Anti-Flag-Antikörper nicht 
gleichermaßen offensichtlich beobachten. Hier konnte die Proteinbande weder im Lysat 
noch in den beiden mit Präzipitat befüllten Spuren eindeutig bei 25 kDa dargestellt 
werden. Außerdem zeigte sich eine schwache Bande in der Negativkontrolle, so dass 
davon auszugehen war, dass das Protein zumindest mit einem geringeren Teil auch 
unspezifisch an die Sepharose gebunden hatte und nicht komplett ausgewaschen werden 
konnte. Da im Vergleich dazu aber die Intensität der dargestellten Proteinbanden des 
Lysats und der Präzipitate wesentlich stärker war, ließ sich dennoch eine stattgehabte 
Bindung an die vorhandenen Antikörper vermuten.  
Außerdem ist die Intensität der Banden abhängig von der Belichtungszeit. Je länger 
diese ist, umso stärker werden auch unspezifische, schwächere Banden dargestellt. Bei 
einer kürzeren Belichtungszeit wären diese eventuell nicht nachzuweisen, sondern nur 
die erwartete Bande der IZ-Domäne bei 25 kDa.  
Eine weitere Erklärung für die diversen zusätzlichen Banden bei dieser Anfärbung 
könnte das Vorhandensein der leichten Antikörperketten sein, die ebenfalls ein Gewicht 
von 25 kDa aufweisen und damit im Bereich des Gewichts der IZ-Domäne liegen. Es 
wäre demnach möglich, dass die leichten AK-Ketten bei der Flag-Anfärbung 
unspezifisch angefärbt wurden und damit den dargestellten, zusätzlichen Banden 
entsprechen. Ihr Auftreten in sämtlichen Spuren wäre damit auch erklärbar. Die nicht 
immer vermeidbaren Verunreinigungen mit unspezifischen Proteinen könnten eine 
Erklärung für die dargestellten Banden bei ca. 35 kDa liefern, die in diesem Experiment 
aufgrund des Größenunterschiedes zum fokussierten Protein Polyductin jedoch eher zu 
vernachlässigen sind.   
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5.2 Interaktion zwischen dem Polyductin-Protein und dem Harmonin-
Protein 
5.2.1 Bedeutung der PDZ-Domäne  
Proteine mit PDZ-Domänen sind sogenannte „scaffold proteins“ (Gerüstproteine), die 
als Grundlage für die Organisation von größeren Proteinkomplexen in subzellulären 
Kompartimenten dienen, da hierfür das Vorhandensein und die Funktion von PDZ-
Domänen essentiell sind (Sheng & Sala 2001; Reiners et al. 2003; von Ham & Hendriks 
2003). Bei der PDZ (postsynaptic density 95, discs large, zonula occludens-1)-Domäne 
handelt es sich um eine modular aufgebaute, globuläre Proteininteraktionsdomäne, die 
aus etwa 90 Aminosäuren besteht und sequenzspezifisch an kurze C-terminale Peptide 
(am sog. PDZ-Bindemotiv) der Interaktionspartner bindet (van Ham & Hendriks 2003; 
Sheng & Sala 2001). Man unterscheidet folgende PDZ-Bindemotivklassen (Fabre et al. 
2000): 
 
1) -X-S/T-X-L/V-COOH 
2) -X-Ф-X-Ф-COOH 
X=beliebige Aminosäure, Ф=hydrophobe Aminosäure 
 
Bedeutsam für die Spezifität der Interaktion sind somit die letzte und drittletzte 
Aminosäure des zu bindenden Proteins. 
Proteininteraktionen sind hilfreich bei der Verankerung von Transmembrandomänen 
und dem Aufbau von Rezeptoren und Ionenkanälen. Gleichfalls lassen sie sich an 
Synapsen, Tight Junctions und in Zilien nachweisen und rekrutieren zytoplasmatische 
Signalmoleküle (Reiners et al. 2003). Aufgrund der multiplen PDZ-Domänen 
übernimmt das Harmonin-Protein die Funktion des Gerüstproteins im Netzwerk der 
USH-Proteine. 
Im Rahmen des USH1-USH2-Netzwerkes kommt es zur Interaktion zwischen der 
PDZ1- oder PDZ2-Domäne des Harmonin-Proteins und den genannten 
PDZ-Bindemotiven. In diesem Fall lassen sie sich sogar genauer auf 
-E/D-T-X-L-COOH eingrenzen mit einer geladenen Aminosäure (Aspartat oder 
Glutamat) an vierter Position am C-Terminus der jeweiligen USH2-Partner (Reiners et 
al. 2005). 
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Ein derartiges PDZ-Bindemotiv lässt sich in der untersuchten IZ-Domäne des 
Polyductin-Proteins nicht nachweisen. Auch die unspezifischeren Bindemotivklassen 
nach Fabre et al. sind in diesem Abschnitt des Polyductin-Proteins nicht vorhanden.   
5.2.2 Renal-retinale Verbindungen 
Die folgenden Erläuterungen sollen einen Zusammenhang zwischen dem Polyductin-
Protein und dem Harmonin-Protein diskutieren, ihre bekannten und denkbaren 
Funktionen bei renalen, retinalen und cochleären Ziliopathien vergleichen und die 
Interaktion dieser Proteine beurteilen.  
5.2.2.1 Pathogenetische Grundlagen  
Die renalen Zilien können als mechanosensorische Organellen die 
Flüssigkeitsbewegungen im Lumen der Nierentubuli wahrnehmen. Aufgrund der 
Strömung werden die Zilien abgelenkt, woraufhin ihre mechanosensorischen Kanäle 
aktiviert und ein Ca
2+
-Einstrom verursacht werden. Die nachfolgende Hyperpolarisation 
der Zelle löst intrazelluläre Signalkaskaden aus (Nauli et al. 2003). Diese Signalwege 
greifen in den Zellzyklus ein und regulieren die physiologische Zellfunktion, 
-proliferation und -differenzierung (Sun et al. 2004; Hildebrandt & Otto 2005). 
Physiologischerweise inhibiert der Urinfluss die Proliferation der Zellen. Durch Defekte 
im Polyductin-Protein und Ziliendysfunktion, den resultierenden Mangel an 
Strömungsdetektion und das fehlende Ca
2+
-Signal, kommt es zu Fehlern in der 
Signalkaskade mit konsekutivem, unkontrolliertem Zellwachstum und Entstehung von 
Zysten (Sun et al. 2004).  
Ein weiterer Ansatz besagt, dass die Zilie und der Basalkörper-/Centrosomenkomplex 
die Mitosespindel vor der Zellteilung beeinflussen. So wurde demonstriert, dass Defekte 
im Polyductin-Protein mit einer Veränderung der Mitosespindel im Verhältnis zur 
Tubulusachse vergesellschaftet sind. Die fehlerhafte Zellteilung führt zu einem 
vergrößerten Tubulusdurchmesser, d.h. zur Zystenbildung (Yoder 2007).  
Die Retinitis pigmentosa und das Usher-Syndrom gehören zu den retinalen Ziliopathien 
(Adams et al. 2007). Bei den Photorezeptoren der Retina, den Stäbchen und Zapfen, 
handelt es sich um modifizierte neuronale Zellen, die Lichtsignale aufnehmen und 
weiterleiten. Sie sind aus einem inneren und einem äußeren Segment aufgebaut, die 
durch eine spezialisierte Zilie (sog. „connecting cilium“) verbunden sind. Der 
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Sehfarbstoff Rhodopsin wird einzig im inneren Segment synthetisiert und mittels 
intraflagellarem Transport (IFT) durch das 9x2+0 „connecting cilium“ 
(Verbindungszilie) in das distale äußere Segment transportiert (Ibañez-Tallon et 
al. 2003). Sobald eine Motoreinheit dieses IFT aufgrund von Defekten im Harmonin-
Gen oder -Protein zerstört ist, kommt es zu einer fehlerhaften Entwicklung der Zilie, zur 
Einschränkung des Rhodopsintransports und zur Akkumulation der Sehpigmente. 
Letztendlich führt dies zum Zelltod der Photorezeptoren und damit zur 
Retinadegeneration mit dem Bild einer Retinitis pigmentosa (Eley et al. 2005; Sun et 
al. 2004). 
Auch die Beeinträchtigung des Hörvermögens gehört im Rahmen des Usher-Syndroms 
zum Spektrum der durch Zilienfehlfunktion hervorgerufenen Merkmale. Auf der 
apikalen Seite der Sinneszellen (Haarzellen) von Cochlea und Vestibularorgan befinden 
sich Stereozilien als mechanosensorische Organellen. Diese sind durch etliche 
Verbindungen miteinander verknüpft, so dass eine Auslenkung der in mehreren Reihen, 
V-förmig angeordneten Stereozilien durch Töne bzw. Beschleunigungen die 
Öffnungswahrscheinlichkeit von mechanoelektrischen Transduktionskanälen (MET-
Kanäle) verändert. Der folgende Einstrom von K
+
- und Ca
2+
-Ionen führt zu einer 
Depolarisation und zur Freisetzung von Neurotransmittern. Das Harmonin-Protein lässt 
sich an der Spitze der Stereozilien nachweisen und greift in einen Signalweg ein, der die 
Entstehung und Funktion der Stereozilien reguliert. Durch Mutationen kommt es zu 
Defekten innerhalb dieser Kaskade und zum Fehlen von Verbindungssignalen zwischen 
den einzelnen Stereozilien, so dass daraus letztlich die sensorineurale Taubheit resultiert 
(Petit 2001; Lefèvre et al. 2008).  
5.2.2.2 Co-Lokalisation der Proteine 
Die Proteine Polyductin und Harmonin sind im Bereich von Primärzilien und 
Centrosom co-lokalisiert, so dass sich die pathophysiologischen Überlegungen auf diese 
subzellulären Strukturen konzentrieren (Kremer et al. 2006; Ward et al. 2003). 
Außerdem ist bekannt, dass das USH1C-Produkt besonders im Gewebe von Auge, Ohr 
und Niere exprimiert wird (Petit 2001, vgl. auch 5.2.2.6 und 5.2.2.7). Nennenswert sind 
in diesem Zusammenhang die Eigenschaften von Zystoproteinen. Das Polyductin-
Protein als ein solches ist wahrscheinlich an einem Netzwerk von co-lokalisierenden 
Zystoproteinen im Bereich der Primärzilien beteiligt, in dem die unterschiedlichen 
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Proteine miteinander interagieren und möglicherweise in ähnliche Signalkaskaden 
einmünden, analog zum USH-Netzwerk. Viele dieser Zystoproteine wie z. B. Polycystin 
1 und 2 (ADPKD), die Nephrocystine (Nephronophthisen) und Polyductin (ARPKD) 
interagieren miteinander und mit weiteren Proteinen (Zhang et al. 2004). Sie sorgen für 
ein Weiterleiten von Signalen zwischen den Zilien und dem Centrosom, so dass diese 
Organellen nicht nur strukturell durch ein Netzwerk stabiler Mikrotubuli verbunden 
sind, sondern auch funktionell durch multiple Proteine, die abhängig vom Zellzyklus 
sogar ihre Lokalisation zwischen Centrosom, Basalkörper oder Zilienaxonem wechseln 
können (Hildebrandt & Otto 2005, Wang et al. 2007).  
So wäre es denkbar, dass es im Bereich der renalen Primärzilien zu einer Verbindung 
des Zystoprotein- und USH-Netzwerkes kommt. 
5.2.2.3 Senior-Løken-Syndrom 
Das Senior-Løken-Syndrom charakterisiert den engen Zusammenhang zwischen Niere 
und Auge. Hierbei handelt es sich um eine Nephronophthise mit gleichzeitiger Retinitis 
pigmentosa. Durch einen einzigen Gendefekt (NPHP) sind gleich zwei Organe 
betroffen. Die phänotypische Überlappung und die zu vermutende gemeinsame 
Pathogenese erklären sich dadurch, dass die Primärzilien der renalen Epithelzellen und 
die Verbindungszilien der retinalen Photorezeptoren eine strukturelle Ähnlichkeit 
aufweisen (Hildebrandt & Zhou 2007; Otto et al. 2005). 
Clarke et al. (1992) beschreiben zwei Fälle, bei denen das Senior-Løken-Syndrom mit 
bilateralem, sensorineuralem Hörverlust vergesellschaftet ist. Erstmalig wurde hier 
dieser Zusammenhang in der Literatur dargestellt und bislang nicht weiter untersucht, 
obwohl man von identischen genetischen Voraussetzungen ausgehen kann.  
5.2.2.4 Rolle des intraflagellaren Transports  
Essentiell für die Entwicklung und die Aufrechterhaltung der Primärzilien spielt der IFT 
eine universelle Rolle in der Ziliogenese (Qin et al. 2001; Pazour et al. 2000). Der IFT 
wurde erstmals in Chlamydomonas identifiziert bevor man herausfand, dass er auch in 
weiteren Eukaryoten konserviert ist (Yoder 2007). Ortholog zum IFT88-Gen in 
Chlamydomonas ist das eukaryotische Tg737-Gen. Dabei kodiert das Tg737-Gen für 
das Protein Polaris, welches in den Zilien vieler Organe nachzuweisen ist (siehe 
Abb. 11). Mutationen im Bereich des IFT führen zu ziliärer Dysfunktion mit 
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Ausprägung einer polyzystischen Nierenerkrankung, links-rechts Asymmetrie, 
Hydrozephalus und Retinadegeneration (Ong & Wheatley 2003; Ibañez-Tallon et 
al. 2003). Im Mausmodell führt Polaris ähnlich dem Motorprotein Kinesin II in 
defektem Zustand zu abnormen Zilien sowie Nieren- und Leberveränderungen, die der 
ARPKD beim Menschen ähnlich sind (Pazour et al. 2000). Auffällig ist dabei, dass bei 
den Tg737-Mutanten die Defekte mit verkürzten Primärzilien in der Niere und der 
Retina assoziiert sind (Ong & Wheatley 2003; Nauli et al. 2003). Sowohl im IFT88-
Protein als auch im Tg737-Protein Polaris sind zehn Tetratricopeptid-Wiederholungen 
(tetratricopeptide repeats, TPR) vorhanden, die Proteininteraktionen eingehen können 
und gleichzeitig an verschiedene Zielproteine binden (Pazour et al.  2000).  
Die zentrale Position des IFT spiegelt sich sowohl in den renalen wie auch retinalen 
Zilien wider. Gleichermaßen findet der Transport von Proteinen entlang der Mikrotubuli 
vom Golgi-Apparat bis zur Spitze der Zilien statt, wobei die Motorproteine Kinesin II 
und cytoplasmatisches Dynein 1B benötigt werden. Sobald eine mutationsbedingte 
Veränderung auftritt, die zu abnormalen oder fehlenden Zilien führt und Defekte im IFT 
hervoruft, können daraus sowohl eine polyzystische Nierenerkrankung resultieren als 
auch weitere Ziliopathien, z. B. Retinitis pigmentosa (Qin et al. 2001).  
5.2.2.5 Zellpolarität 
Ein charakteristisches Merkmal der Ziliopathien sind Defekte der Zellpolarität (Fischer 
et al. 2006). Weil diese eine wichtige Rolle bei der Entstehung und bei der Regeneration 
differenzierter Gewebe spielt, erklärt ein Defekt in der Zellpolarität sowohl die 
Zystenbildung bei der Organogenese bei der ARPKD als auch die degenerativen 
Veränderungen mit Zystenbildung bei Nephronophthisen und Senior-Løken-Syndrom 
sowie die Retinitis pigmentosa beim Usher-Syndrom (Hildebrandt & Zhou 2007). So 
kann vermutet werden, dass mutationsbedingte Veränderungen der Proteine, des 
Proteinnetzwerkes und der Zellpolarität einen wichtigen Einfluss auf die Entstehung der 
Ziliopathien haben, da hier nicht nur ein struktureller Defekt in der Zilie, sondern 
vornehmlich auch die fehlerhafte Zilienfunktion verantwortlich für deren Ausprägung 
ist (Bergmann et al. 2004; Ong & Wheatley 2003; Simons & Walz 2006).  
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5.2.2.6 Expression von AIE-75 in der Niere  
Identifiziert wurde das USH1C-Gen ursprünglich als Autoimmun-Antigen bei 
Darmkrebspatienten und Patienten mit X-chromosomaler Autoimmun-Enteropathie 
(AIE). Daher wird die humane Isoform a des Harmonin-Proteins in der Literatur 
synonym auch mit dem Namen AIE-75 (1656 bp, 552 Aminosäuren, 21 Exons, 
62,172 kDa) bezeichnet. Bis einschließlich Exon 20 ist die Gensequenz der beiden 
Proteine absolut identisch; das Stoppcodon liegt bei AIE-75 schon zu Beginn des Exons 
21, so dass es 100 AS weniger umfasst. Obgleich das errechnete Molekulargewicht bei 
ca. 62,2 kDa liegt, stellt sich AIE-75 in der Gelelektrophorese als ein 75 kDa schweres 
Protein dar (Kobayashi et al. 1999). Diese Diskrepanz zwischen dem dargestellten und 
dem im Voraus errechneten Molekulargewicht beruht wahrscheinlich auf 
posttranslationalen Modifikationen. Da bei der Berechnung des Molekulargewichts die 
Auswirkungen dieser möglichen posttranslationalen Modifikationen nicht 
berücksichtigt werden, kann sich das Molekulargewicht des Proteins im Western Blot 
höher darstellen.  
Das Protein AIE-75, welches größtenteils der Harmonin-Isoform a entspricht, wird in 
den differenzierten Epithelzellen des Darmes und im proximalen Tubulus der Niere 
exprimiert und ist aufgrund seiner drei PDZ-Domänen an Proteininteraktionen beteiligt 
(Kobayashi et al. 1999). Außerdem soll es mit Tubulonephropathie assoziiert sein. Hirai 
et al. (2004) untersuchten dieses Gen bezüglich des Hörverlustes im Rahmen des Usher-
Syndroms (Typ I).   
5.2.2.7 Expression von PDZ-73 in der Niere   
Ein weiteres Synonym für die Harmonin-Isoform a ist PDZ-73 – ein Protein, welches 
aus 652 Aminosäuren (entsprechend 73 kDa) aufgebaut ist (Scanlan et al. 1999). Die 
Gensequenz des PDZ-73-Proteins ist identisch zur Isoform a des Harmonin-Proteins 
und enthält ebenfalls drei PDZ-Domänen. Gleichermaßen wurden auch 
gewebespezifische Isoformen des PDZ-73-Proteins identifiziert, die ebenso wie die 
Harmonin-Protein Isoformen unterschiedliche Größen und Strukturen aufweisen und 
auf gewebespezifische Funktionen schließen lassen (Scanlan et al. 1999). Die 
Immunhistochemie weist eine hohe cytoplasmatische Aktivität des Proteins in renalen 
Tubuluszellen nach (Scanlan et al. 1999). Bei einem Protein, welches mit PDZ-73 
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interagiert, zeigt sich eine Bindesequenz der folgenden Aminosäuren Y S H W T K L, 
welche sich im Polyductin-Protein nicht finden lässt (Scanlan et al. 1999). 
5.2.2.8 Hörverlust im Rahmen von polyzystischen Nierenerkrankungen 
In einer klinischen Studie, in der das Hörvermögen von Patienten mit ADPKD 
untersucht wurde, stellte sich heraus, dass es bei progressiver Niereninsuffizienz auch 
zu einem vermehrten Auftreten von sensorineuralem Hörverlust kommt. Während es 
sich bei guter Nierenfunktion hauptsächlich um einen cochleären Schaden handelt, 
stehen bei zunehmender Niereninsuffizienz extracochleäre, neurale Strukturen im 
Vordergrund. Bei erhaltener Nierenfunktion stellt das Alter des Patienten den 
prädiktiven Faktor dar, da es zu einer Zunahme des Hörverlustes ab dem 30. Lebensjahr 
kommt (Chodorowski et al. 1978; Chodorowski et al. 1979).  
Ebenso ließ sich am cpk-Mausmodell (congenital polycystic kidney) ein signifikanter 
Hörverlust nachweisen, der sich auf Defekte im Bereich der Zellmembran zurückführen 
ließ, wie ultrastrukturelle Auswertungen ergaben (Cho et al. 1991).  
Auch Mora et al. (1999) berichteten von einer Familie mit ADPKD, die mit bilateraler 
sensorineuraler Taubheit vergesellschaftet ist. 
5.2.2.9 G8-Domäne bei Hörverlust 
Im extrazellulären Teil des PKHD1-Proteins (d.h. N-terminal) wurde die neuartige 
Proteindomäne G8 gefunden (He et al. 2006). Missense-Mutationen in dieser Domäne 
führen zu einer Instabilität des Polyductin-Proteins und zur Ausprägung der ARPKD. 
Diese G8-Domäne findet sich auch am N-Terminus einiger anderer Proteine, die mit 
nicht-syndromalem Hörverlust vergesellschaftet sind (KIAA1109 und TMEM2).  
5.2.3 Schlussfolgerungen 
Polyzystische Nierenerkrankungen sind eine klinisch und genetisch sehr heterogene 
Gruppe. Prognostisch und therapeutisch ist das Verständnis des zugrunde liegenden  
Pathomechanismus essentiell. Obwohl PKHD1-Mutationen für eine seltene monogene 
Erkrankung verantwortlich sind, kann die Aufklärung der Proteinfunktion von 
Polyductin - besonders im Vergleich und bei Interaktion mit weiteren Proteinen - neue 
Einblicke in die molekularen Mechanismen der Entstehung zystischer Nieren- und 
fibrotischer Leberveränderungen liefern und zur Entwicklung neuer Therapieoptionen 
beitragen.  
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In Anbetracht der Eigenschaften der PDZ-Domänen ist zu postulieren, dass sie auch an 
der Interaktion zwischen dem Polyductin- und dem Harmonin-Protein maßgeblich 
beteiligt sind. Ebenso lässt die Co-Lokalisation der Proteine in subzellulären 
Kompartimenten und der gleichartige Aufbau renaler, retinaler und cochleärer Zilien die 
Interaktion der Proteine offensichtlich erscheinen.  
Interessant sind die Ansätze insofern, als dass im Yeast-two-Hybrid-Screen ein Teil der 
Harmonin-Isoform a als Interaktionspartner identifiziert und daraufhin weiter untersucht 
wurde. Auch als AIE-75 und PDZ-73 bekannt, wird die Isoform a des Harmonin-
Proteins in der Niere exprimiert und ist damit in direkter Nachbarschaft zum 
Polyductin-Protein lokalisiert, so dass physisch eine Interaktion möglich ist und das 
Harmonin-Protein seiner Aufgabe als „scaffold protein“ nachkommen kann. Komplex 
erscheinen in diesem Zusammenhang die diversen Formen der Isoform a, die aufgrund 
der Spleiß-Varianten einem ständigen Wechsel unterschiedlicher Strukturen und 
Eigenschaften unterliegen. 
Gleichermaßen führen die renal-retinalen Verbindungen des Senior-Løken-Syndroms zu 
einer plausiblen Erklärung der Harmonin-Polyductin-Interaktion, sowie die Studien zum 
Hörverlust bei ADPKD-Patienten  
Die G8-Domäne lässt einen weiteren Zusammenhang zwischen renalen und cochleären 
Ziliopathien vermuten. Es wäre interessant, diese Domäne genauer zu charakterisieren, 
um den Zusammenhang zwischen ARPKD und Hörverlust auf Proteinebene zu 
validieren. 
Trotz unterschiedlicher Beurteilungskriterien weisen das Polyductin-Protein und das 
Harmonin-Protein ähnliche Eigenschaften auf. Diese zeigen sich nicht nur funktionell 
beim IFT und der Zellpolarität, sondern auch strukturell durch subzelluläre Co-
Lokalisation und bekannte Proteinnetzwerke.  
5.3 Ausblick 
5.3.1 Eingrenzung der Interaktion  
Da nach diesen Ergebnissen eine Interaktion zwischen dem Harmonin-Protein und der IZ-
Domäne des Polyductin-Proteins sehr wahrscheinlich ist, wurde in einem nächsten Schritt 
das Kostrukt des Harmonin-Proteins geteilt, um die Interaktionsdomäne räumlich 
einzugrenzen. Zum Zeitpunkt der Fertigstellung des experimentellen Teils dieser Arbeit 
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konnte die Interaktion mit dem N-terminalen Proteinabschnitt (Teil der PDZ1-Domäne 
und die gesamte PDZ2-Domäne) des USH1C-Konstruktes als möglich eingeordnet 
werden, während die Interaktion mit dem C-terminalen Proteinabschnitt (PDZ3-Domäne) 
des USH1C-Konstruktes als eher unwahrscheinlich angesehen wurde. Gestärkt wurde 
diese Vermutung dadurch, dass die meisten der PDZ-vermittelten Interaktionen über die 
PDZ1-Domäne des Harmonin-Proteins stattfinden (Johnston et al. 2004). 
5.3.2 Weitere Nachweismethoden 
Mittels ergänzender Untersuchungen (GST (Glutathion-S-Transferase)-Pull-Down-
Assay; Immunfluoreszenz/Co-Expression; TAP (Tandem Affinity Purification)-Assay) 
ist nun geplant, dieses Ergebnis zu validieren. 
GST-Pull-Down-Assay: 
Die Methode des GST-Pull-Down-Assays eignet sich dazu, die direkte Interaktion der 
intrazellulären Polyductin-Domäne und des Kandidatenproteins, in diesem Fall 
Harmonin, zu validieren. Bei diesem Prinzip der Affinitätsaufreinigung wird ein 
Fusionsprotein, welches aus dem Enzym GST und der intrazellulären Polyductin-
Domäne aufgebaut ist, in E.coli-Bakterien exprimiert, aufgereinigt und an Glutathion 
(GSH)-Sepharose gebunden. Der Interaktionskandidat, z. B. das Harmonin-Protein, 
wird bei der Translation durch Einbau von 
35
[S]-Methionin radioaktiv markiert. Dann 
inkubiert man das an Glutathion-Sepharose gebundene GST-Fusionsprotein mit dem 
radioaktiv-markierten Zelllysat. Daraufhin wird das GST-Fusionsprotein durch Zugabe 
von freiem Glutathion eluiert und mittels SDS-PAGE elektrophoretisch aufgetrennt. Die 
gebundenen radioaktiv markierten Proteine werden schließlich mithilfe eines Photo-
imagers oder alternativ durch Belichtung von Röntgenfilmen detektiert. 
Immunfluoreszenz: 
Mittels Immunfluoreszenz soll die Co-Lokalisation des Polyductin-Proteins und des 
Harmonin-Proteins in polarisierenden MDCK (Madin-Darby-Canine-Kidney)-Zellen 
nachgewiesen werden. Sowohl gegen das Harmonin-Protein als auch gegen das 
endogene Polyductin-Protein, welches ebenfalls in MDCK-Zellen exprimiert wird, sind 
Antikörper gerichtet, mit denen die Proteine fluoreszierend dargestellt werden können. 
Die Auswertung findet an einem konfokalen Laserscanning-Mikroskop statt.  
 
5  Diskussion 70 
TAP-Assay: 
Diese Methode beruht auf einer zweifachen Affinitätsreinigung. Das Polyductin-Protein 
wird mit einem TAP-Tag versehen, welches aus den Einzel-Tags ProtA (Protein A) und 
CBP (Calmodulin-Bindepeptid) besteht. Inmitten dieser Einzel-Tags liegt eine 
Schnittstelle für die hochspezifische Protease TEV (Tobacco Etch Virus). Das TAP-
markierte Polyductin-Protein wird daraufhin in HEK293-Zellen exprimiert und 
anschließend mit einem Zelllysat inkubiert.  
Nach Interaktion mit z. B. dem Harmonin-Protein wird dieses sog. TAP-Fusionsprotein 
über zwei Säulen aufgereinigt, so dass sämtliche Störpartikel entfernt werden. Zuerst 
wird das Fusionsprotein über das ProtA-Tag an eine IgG-Säule gebunden. Ermöglicht 
wird dies durch die hohe Affinität zwischen Protein A und den konstanten Teilen der 
IgG-Antikörper. Um unspezifisch an die IgG-Säule gebundene Proteine zu eliminieren, 
wird das ProtA-Tag mit der TEV-Protease abgeschnitten und von der Säule eluiert. 
Dieses Material wird dann unter Zugabe von Ca
2+
 an eine Calmodulin-Säule gebunden, 
da die Bindung des CBP an die Säule stark Ca
2+
-abhängig ist. Durch Zugabe des 
Chelators EGTA, welcher Ca
2+
-Ionen bindet, kann das Fusionsprotein zusammen mit 
seinem Komplexpartner (z. B. Harmonin) gelöst werden.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
6 Zusammenfassung 
Zilien sind haarähnliche Zytoplasmaausstülpungen an der Oberfläche von Epithelzellen. 
Als Ziliopathien werden Erkrankungen bezeichnet, denen ein Funktionsverlust dieser 
Zilien zugrunde liegt. Wichtige Ziliopathien sind die autosomal-rezessive polyzystische 
Nierenerkrankung (ARPKD) als die häufigste mit Zystennieren einhergehende 
Erbkrankheit im frühen Kindesalter und das Usher-Syndrom als häufigste erbliche 
Ursache einer kombinierten Blind- und Taubheit. Die Charakterisierung von Protein-
Protein-Interaktionen ist für das Verständnis der Ziliopathien von grundlegender 
Bedeutung.  
Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Bindung zwischen dem ARPKD-Protein 
Polyductin und dem Usher-Syndrom-Protein Harmonin zu charakterisieren. Beide 
Proteine zeigen als unabdingbare Voraussetzung für eine Interaktion ein teils 
überlappendes Expressionsmuster, z. B. im Bereich renaler primärer Zilien. Eine 
Funktion des Harmonin-Proteins mit mehreren PDZ-Domänen als zentrales 
Gerüstprotein wurde bereits vielfach nachgewiesen, so dass die Ausbildung eines 
erweiterten Netzwerks unter Einbeziehung des Polyductin-Proteins durchaus plausibel 
erscheint. Klinisch ist die kombinierte Beeinträchtigung von Niere und Auge z. B. beim 
Senior-Løken-Syndrom als eine weitere bekannte Ziliopathie beschrieben. Obwohl sich 
bestimmte Merkmale bereits bekannter Harmonin-Bindungspartner, wie ein 
charakteristisches PDZ-Bindemotiv, im Polyductin-Protein in dieser Form nicht 
nachweisen lassen, erscheint die Interaktion dieser beiden Proteine prinzipiell 
überzeugend. 
In einem vorangegangenen Yeast-two-Hybrid-Screen wurde die Polyductin-
Intrazellulärdomäne als Köderprotein eingesetzt und ein Teil der Isoform a des 
Harmonin-Proteins als potenzieller Interaktionspartner identifiziert. Im Rahmen der 
vorliegenden Arbeit wurden daraufhin entsprechende Polyductin- und Harmonin-
Konstrukte kloniert, in COS7-Zellen transfiziert und exprimiert. Die im Anschluss 
durchgeführten Untersuchungen wie Co-Immunopräzipitation und Western Blot 
bestätigten das Ergebnis des Yeast-two-Hybrid-Screens, so dass in der Zusammenschau 
aller Befunde die Interaktion dieser beiden Proteine als insgesamt wahrscheinlich 
einzuschätzen ist. Dennoch ist eine weitere Validierung der postulierten Interaktion 
mittels ergänzender Methoden durchaus sinnvoll. Erst durch die genaue 
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Charakterisierung entsprechender Proteinnetzwerke können bislang unbekannte 
molekulare und zelluläre Mechanismen der Pathogenese von Ziliopathien wie der 
ARPKD und des Usher-Syndroms aufgeklärt und neue Optionen in der Therapie dieser 
und anderer Erkrankungen identifiziert werden. 
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